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1. Kivonat

kutak vizének mikrobioldgiai vizsgélatat végeztiik szabvanyos tenyésztési eljarasokkal. A
mintavételi helyek: Kézdivasarhely, Kézdioroszfalu, Fortyogofiirdd, Kovaszna valamint
Zabola teriiletén eléforduld borvizforrasok és kutvizek. A kivalasztott forrasok és kutak vizét a
helyi lakossag rendszeresen fogyasztja ivovizként. Els6 1épésben a vizmintak mikrobiologiai
mindségének vizsgalatara keriilt sor. Meghataroztuk a mezofil aerob telepképzd baktériumok
dsszcsiraszamat, az allochton mikroorganizmusok kozll a koliform baktériumok, a fekalis
koliformok és Streptococcusok, a Clostridiumok, a Pseudomonasok és a mikroszkopikus
penészgombak jelenlétét mutattuk ki. A kloramin és a jod antimikrobidlis hatasat a
vizmintakbdl izolalt Escherichia coli és Pseudomonas fluorescens térzsek esetében végeztiik,
az egészségvédelmi szempontbol is elfogadhatd, valamint megfeleléen antimikrobidlis hatasu

fert6tlenitszer koncentracidé meghatarozasa céljabol.

2. Elméleti bevezet6

A viz létfontossagu minden egyed szamara. A fold népességének kdzel 80%-a olyan
terlileten €l, ahol az édesviz ellatottsag nem biztonsagos. Az ivoviz kérdése nemzetkdzi szinten
komolyabb odafigyelést igényel, els6sorban a klimavaltozas és az el6relathatd szarazsagok
kovetkezmenyei miatt (Voérosmarty és mtarsai, 2010). Az ivoviz ellatast mindenki szamara
hozzaférhetdvé kell tenni. Azonban a vizre vonatkoz6 eldirasok orszagonként valtoznak, eddig
még nincs egyetlen megkozelités sem, mely altaldnosan alkamazhat6 lenne (WHO, 2008).
Romaniaban az ivovizek mindségére vonatkozo elvarasokat a 458/2002-es torvény szabalyozza

(http://www.cdep.ro/pls/leqis/legis pck.htp act text?idt=37178).

Az ivoviz mindség mindenekeldtt mikrobiologiai tisztasagot jelent. Az ivéviz 100 cm-e
nem tartalmazhat fekalis szennyez6désre utaldo baktériumokat (koliform baktériumok, fekalis
koliformok, enterokokkuszok), az ésszes é16 mikrobaszam pedig legfeljebb 100/cm?® lehet 22
oC-os inkubalas esetén, és csak 20/cm® a 37 °C-on kitenyésztheté baktériumszamot illetden

(Deék, 2006). Az ivovizeket szennyezé kémiai anyagok normajat, allatkisérletekbol és onként


http://www.cdep.ro/pls/legis/legis_pck.htp_act_text?idt=37178

jelentkez6 embereken végzett iz- és szagérzeési vizsgalatokbol allapitjak meg. A bakterioldgiai
hatarértékek viszont nem kisérleteken, hanem tdbb évtizedes tapasztalatokon alapulnak. Itt
egyrészt tekintetbe veszik a vizadd forrds technikai védhetéségét, masrészt annak
valOszintiségét, hogy hany fekalis eredetli, de nem patogén mikroorganizmusra juthat egy-egy
ugyancsak enteralis eredeti de patogén mikroorganizmus (Kertai, 1982).

A legtobb élelmiszerhez hasonldéan az ivoviz sem steril. A viz eredeti (autochton)
mikrobaszdma figg a forrastol, a rétegekt6l, amelyeken keresztil a felszinre jut, az
asvanyianyag és oxigéntartalomtol. A viz mikroorganizmusai Aaltalaban aerobok és
pszichrotréfok, a szaporoddshoz kevés nitrogént és mas szerves anyagot igényelnek. Ha
szennyez6dés nem éri a vizeket, korokozoktdl mentesek. A fekalis eredetli szennyez6dés

(baktériumok, virusok, parazitak) a megbetegedések leggyakoribb okozoja (Deak, 2006).

3. Az ivévizek klortartalmu fertétlenitészerrel és joddal valo kezelese

Annak ellenére, hogy az ivovizet szigorian kezelik, tovabbra is kockazatot jelenthet a
betegségek megjelenése terén, akar a fejlett orszagokban is. Sokan szdmoltak be arrél, hogy
gyomor-bélrendszeri megbetegedést kaptak, ugyanis a koliformok kimutathatéak voltak a
fogyasztokhoz eljutott ivovizekben a fertStlenitést kovetoen is (Lee és mtarsai, 2010).

A viz kémiai anyagokkal torténé fertdtlenitésének hatékonysaga fligg az alkalmazott
fertotlenitdszertdl. A leggyakrabban halogénezett szereket alkalmaznak erre a célra. A kémiai
fertétlenités hatasossadganak legfontosabb tényez6i az alkalmazott szer koncentracidja, a viz
hofoka és a fertdtlenitésre szant 1do.

A Klor széles korben hasznalatos a viztisztitasi folyamatokban, mert hatékonyan
megsemmisiti a patogén baktériumokat és virusokat. Az ivoviz fert6tlenitése az egyik
legfontosabb kozegészségiigyi 1épés, mert igy jelentdsen csokkenthetd a kolera, a tifusz, és
egyeb a viz altal kozvetitett betegségek mértéke (Yuefeng, 1999).

A klor az egyik legreaktivabb elem, konnyen tud kotédni mas elemekhez. A KIor és a
klorszarmazékok hatasmechanizmusa abban nyilvanul meg, hogy a molekulakban felszakitja a
kémiai kotéseket és képes kicserélni egyes baktériumok vegylleteinek atomjait (peldaul az
enzimeknél). Ebben az esetben mikor az enzim kapcsolatba kerul a klorral, akkor egy vagy

tobb hidrogén atomja kicserélddik erre. Ez a molekulaszerkezet valtozasahoz vezet és a legtobb



esetben disszociaciot okoz. Amikor mar az enzimek nem mitkodnek megfeleléen akkor a sejt

elpusztul.

A legf6bb probléma a klorral valéd fert6tlenités soran, abban nyilvanul meg, hogy a vizben
eléforduld anyagokkal reagalva trihalometanokat és egyébb melléktermékeket is
eredményezhet. A trihalometanok Osszefliggésbe hozhatdk a hugyhdlyag és a vastagbél rak
kialakul&saval (Gyorgy és mtérsai, 2011). A klér nagy dozisban nem kivéanatos izt és szagot
kolcsdnbzhet a viznek és szerves anyagokkal reagalva mutagén fert6tlenitési mellékterméket is
hozhat létre (Lehtola és mtarsai, 2002). A mono-kléramin jelentés fert6tlenitd hatassal
rendelkezik, de a kozvetlen mikroorganizmus pusztitd képessége nem kozeliti meg a
hipoklorsavét, ugyanakkor jellemz6é, hogy a kloéramin stabilabb vegyiilet és gyengébb
oxidaloszer, mint a hipoklorsav vagy a hipoklorit, és antimikrobilis tevékenységét is hosszabb

ideig meg0rzi (Gyorgy es mtarsai, 2011).

A jod egy esszencidlis tdpanyag az optimalis pajzsmirigy mitkodésnek a fenntartasaban ugy
a felntteknél, mint a csecsemdknél és a gyerekeknél egyarant. Elettani szempontbdl a
szervezetbe jutd szervetlen jod nagyrészét a pajzsmirigy hasznositja a tireoglobulin szintézise
celjabol. Az els6 1épést a pajzsmirigy hormonok képzOdése soran a szervetlen jod atvitele a
plazmabol a tiiszok belsejébe. A jelenség aktiv transzport Gtjan valosul meg. A felndtetteknek
ajanlatos napi 150-200 pg jod bevitele a szervezetbe, killénben golyva 1éphet fel. Ehhez a napi
szlikséglethez altaldban a jodozott konyhasoval és ritkdbban az ivovizzel lehet hozzajutni
(Grancea és Percek, 1990; Manitoba, 2005; Haulica, 2009). Magas jodtartalmu taplalkozas
sordn a pajzsmirigy mérete kisebb, mert itt kevesebb sejt is elegend6 a jod
pajzsmirigyhormonokba valé beépitéséhez. Jodszegény taplalkozas mellett a pajzsmirigy
normal méretének tébbszordsere novekedhet extrém esetben gatolhatja a 1égzést. A golyva oka
lehet példaul az ivoviz joédhidnya. A kovetkezmény pajzsmirigyhormon (trijédtironin Ts /
tiroxin T,4) hiany, amely egyebek mellett fokozza a TSH (tireotrop szabalyozé hormon)
elvalasztast. A kronikusan magas TSH-szint golyvat okoz, mert hatasara a follicularis sejtek
megszaporodnak (hiperplazias golyva). Ezt fokozott Ts/T, szintézis koOveti, ami a
pajzsmirigyhormonok vérkoncentracidjanak normalizalodasat eredményezheti. Az ilyen golyva
gyakran akkor is fennmarad, ha az eredeti ,,golyvakeltd artalom” (példaul a joédhiany)

megsziinik (Silbernagl, 1994). A heveny jod intoxikacio viszonylag ritka, altaldban csak a



jodtartalmt anyagokra tulzottan érzékeny személyek kis csoportjara jellemz6. Az emberek
tobbségénél nagyobb mennyiségii jod bevitele esetén sem jelentkezik jod-intolerancia (Grancea
és Percek, 1990).

A jod hasznalata fert6tlenités szempontjabdl eredményesebb, de széleskdrben annyira nem
elterjedt, mert nem koltséghatékony (Manitoba 2005). Azonban megkell jegyezziik, hogy olyan
terlileteken, ahol az ivoviz mindségi javitasa joddal torténik ott lehetséges lehet a megengedett
napi mennyiseg tobbszordsének a bevitele (Howard és mtarsai, 2000). A jod baktericid hatasa
mellett ismert a protozoonok, gombéak és virusok elleni antiszeptikus hatasa is (Grancea és
Percek, 1990).

A jod biocid hatast fejt ki kémiai tulajdonsaga révén, mint er6s oxidaloszer. A jod a
tdpcsatorndba gyorsan atalakul jodidda és a vérkeringésbe jut (Balint, 1981; Backer és
Hollowel, 2000). A jod hasznalatat szdmos esetben mas miiveletekkel kombinaljak, mint pl.

sztiréssel (Preddy és mtarsai., 2009).

4. A szennyezett ivovizekben altalaban elofordulé allochton

mikroorganizmusok

A mezofil aerob telepképzé baktériumok Osszcsiraszama altalanos képet ad a viz
higiéniai allapotarol, mivel magas szam esetén patogén mikrobak el6fordulésa is valdszinii. A
legtobb vizben eléfordulé mikroorganizmus 10-25 °C -on képes szaporodni. Ez hozzajarul a
viz pszichrofil mikrobiotajanak a kialakuldsahoz (Manescu, 1989). Az ivoviz eredetii human
megbetegedések legfontosabb korokozo baktériumai a kovetkezOk: Aeromonas sp.,
Campylobacter jejuni, patogén Escherichia coli, Legionella sp., Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella Typhi, Shigella sp., Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica. A protozoonok
csoportjabol jelentds a Cryptosporidium parvum, Entamoeba hystolitica, Giardia intestinalis
(Deék, 2006).

A fekalis szennyezddés indikatorai a koliformok, a fekalis koliformok ¢és a
Streptococcusok, valamint az anaerob spéras szulfitredukalé Clostridiumok. A koliformok
csoportjdba a bélcsatornabdl szarmazd és szaprofita bakériumok is tartoznak, melyeket a

kiilonboz6 hémérsékleten végbemend fermentacios tulajdonsagaik alapjan kualonitiink el



egymastol. A koliform baktériumok az Enterobacteriaceae csalad tagjai. Azokat a fakultativ
anaerob, Gram-negativ, endospérat nem képz6, palcika alaki baktériumokat nevezziik
koliformoknak, amelyek a laktézt 37 ° C -on sav és gazképzés mellett 48 6ran belul
fermentaljak. A fekalis koliformok a laktozt 44 ° C -on is képesek fermentalni (Gyorgy és
mtéarsai, 2005).

4.1. Escherichia coli

Csillés, Gram- negativ, rovid palca alaku baktérium. Tapanyagok tekintetében igénytelen.
Az E. coli a normal bélmikrobidta tagja, a kétéltiiektdl kezdddéen az emberig. Az emberi
faecesben atlagosan 10° csira/g talalhatd. Csiraszdma individualisan altalaban stabil, s6t
ugyancsak individualisan 1-2 szerotipus évekig képviselheti az un. coli-mikrobiétat (rezidens
torzsek), mig példaul a taplalékkal bevitt ,idegen” E. coli 7-10 nap alatt eliminalodik a
béltraktusbol. Az E. coli szabalyos, magas csiraszamban toérténd fekalis tiritése lehetévé teszi,
hogy az E. coli kornyezeti jelenlétét (pl.ivovizekben, élelmiszerekben) fekalis
szennyez6désként értékeljiik, azaz az E. coli fekalis, kozegészségligyi indikator szerepet tolt be
(Béladi és Nasz, 1997).

Klinikai megnyilvanulasai lehetnek: enyhe tiinetmentes Urités, nem-véres hasmenés és akar
hemolitikus urémiés szindroma (HUS) is, ami haldlos kimenetelii is lehet, és foleg az 5 éven
aluli korosztalyt érinti. Az E. colival val6 bejelentett fertézések szama joval kevesebb, a tobbi
enterialis korokozok altal kivaltott betegségekhez képest, az éves rata a globalis fertézéseket
tekintve 1-3 eset/ 100.000 ember, igaz figyelmbe kell venni a foldrajzi eltéréseket is (Schets és
mtéarsai, 2005).

4.2. Fekalis Streptococcusok

Gram-pozitiv, lancokat formald kokkuszok, amelyek altalaban emberi és allati székletben
fordulnak el6. Valamennyi tagjuk a Lancefield D szeroldgiai csoportba tartozik. A fekalis
Streptococcusok csoportjan belll azok, amelyek jol tirik a natrium-kloridot és a lugos pH-t az
Enterococcusok. A legtdbb Enterococcus faj fekalis eredetii és gyakorlati szempontbdl a
human fekalias szennyez6dés indikatoraként jol hasznalhatok (WHO, 2008). Korokozo



jelentéségiik az epeutak és a higyutak gyulladasaban, valamint enyhe lefolyasu

ételmérgezésekben van. (Beladi és Nasz, 1997).
4.3. Clostridium perfringens

A Clostridium perfringens egy anaerob, Gram-pozitiv spéraképz6 palca alaka baktérium,
és megtalalhatd a kornyezetben, az emberi bélcsatornaban, az allati Grulékben és a
szennyvizben is. A Clostridium perfringens spérai magas szintii ellenallast tanuasitanak a
kémiai és fizikai kezelésekkel szemben, és a kdrnyezetben hossz( idén keresztil életképesek
maradnak (Shimizu és mtarsai, 2009). Ez a spoéras baktérium Kkitlinik nagyszamu invaziv
faktoraval és exotoxinjaival, amelyek révén sebek és sebészeti beavatkozasok esetén sériilési
helyeket fertézve szovetelhalasokat, nagyfoku vizeny6t és gazképzOdést (gazgangrénat) okoz.
Ismertek olyan korfolyamatai is, amelyek bélelhalassal jarnak illetve az anyaméh fert6zését
okozzak.

A természetben, a vad- és haziallatokban altalanosan elterjedt baktérium, gyakran rakertl
az élelmiszerekre, és altaluk megbetegedést okoz. A betegség valdjaban toxikoinfekcid, mivel
a tiineteket egyrészt az élelmiszerekben nagy szamban (>10%/g) elszaporodott baktériumok
exotoxinja (egy enterotoxin) valtja ki, masrészt a mikroba a vékonybélbe jutva sporézik és
ekdzben is toxint termel. A betegség altalanosan félnapos lappangasi id6é utan viszonylag enyhe
és gyors lefolyasu, hasmenéssel, olykor hanyassal, lazzal is jar; de 1-2 napra elmulik (Deék,
2006).

4.4. Pseudomonasok

Az ivoviz higiéniai mindségének bakterioldgiai vizsgalatakor a fenntiekben emlitett
mikroorganizmusok mellett a Pseudomonasok kimutatasa is fontos jelentoséggel bir. A
Pseudomonas genusz tagjai sporat nem képzé Gram negativ, poléaris csill6zatl, obligat aerob,
vagy anaerob (nitrat légzes) baktériumok. Széles korben elterjedtek a talajokban és a vizekben.

Egyes keépvisel6ik ember- és allatpatogének (Méathé és mtarsai, 2005).

A Pseudomonas aeruginosa széles korben elterjedt a természetben (viz, talaj) gyakran
izolalhatd azonban nyalkahartydkrol, borrél és az emberi és allati bélcsatornadbdl. Szaraz

kornyezetben rovid ideig marad csak eletképes, els6sorban vizben el6 faj, kis mennyiségl



tapanyag jelenlétében is képes szaporodni, valamint viszonylag magas az ellenalloképessége a
fert6tlenitészerckekkel szemben (Manescu, 1989). Tobb virulenciafaktora ismert, mint pl.:

exotoxin-A, extracellularis proteazok.

A Pseudomonas fluorescens a természetben elterjedt faj, human jelent6ségét az adja, hogy jol

szaporodik hiitészekrények hémérsékletén és igy élelmiszerek romlasat idézheti elé (Béladi és

Nasz, 1997).

4.5. Mikroszkdpikus gombak

Régebben a gombakat ritkan vettek figyelembe, amikor a patogén mikroorganizmusokat
targyaltak az ivovizben. Ennek a lehetséges oka az volt, hogy a legtébb a vizben megtalalhatd
patogén baktérium, virus és parazita gyakrabban valt ki akut tlineteket és megbetegedéseket az
emberekben. A szakirodalom szerint a gombakat tartalmazé ivoviz nem valt ki akut
megbetegedéseket. Az ember igy kénnyen atsiklik a probléma fol6tt, de nem szabad elfelejteni,
hogy ez krénikus problémat is jelenthet az ivdvizelosztd rendszerekben.

Az elmult évtizedekben azonban a patogén, a toxikus és az allergiat kivalté fajaik kozdl
egyeseket nagy koncentracidban is izolaltak az ivévizekbol.

A gombéak szdmos masodlagos metabolitot termelnek beleértve a toxikus vegyuleteket is,
melyek kozil nagyon sok hatassal van az ember egészségre. A gombéak, még olyan anyagokat
is termelnek, amelyek feleldssé tehetdek a kellemetlen szagok és izek kialakuldsaért. Az
ivovizekben altaldban el6forduldé mikroszkopikus gombak a kovetkezd nemzetségekbe
sorolhaték: Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Penicillium
valamint Trichoderma, Absidia, Mucor, Mortierella és Rhizopus. Tébb gomba van jelen a
kezeletlen vizben, mint a klorral fertdtlenitettben, a gombaspora hosszl ideig képes életben
maradni, lathatd fejlédése pedig eréssen fligg, hogy milyen torzsr6l van szo (Hageskal és
mtarsai, 2009).

5. A kutatas célkitiizései:
e Kovaszna megye teriiletén megtalalhat6, néhany borvizforras és kut vizében eléfordulo
allochton mikroorganizmusok kimutatdsa szabvanyos mikrobiologiai modszerekkel. A
vizmintdk mikrobiologiai mindségének meghatdrozésa higiéniai és egészségvédelmi

szempontbol.



e A kléramin és a jod antimikrobidlis hatdsanak vizsgalata egyes ivovizbdl izolalt
allochton mikroorganizmusok (fekalis eredetii Escherichia coli, Pseudomonasok valamint
mikroszkopikus penészgombak) esetében.

e A szinergikus hatds vizsgalata fertétlenitészer kombindcid alkalmazasa esetén, ennek
kozegészségtani jelentOsége szempontjabol: a klor mennyiségének csokkentése és az

¢lettani szempontbol megengedett mennyiségii jo0d hozzaadasa altal.

6. Vizsgalati anyag és mddszerek

Mintavételre 2010. janius 28.-an és szeptember 6.-an kerdlt sor. A helyszinen mértiik a
vizmintak pH-jat, steril tivegedényekbe gyiijtottiik és megfeleld kdrilmények kozott szallitva a
mikrobiol6gia laboratériumban 24  6ran  belul feldolgoztuk. Mintavételi  helyek:
Kézdivasarhely, Fortyogofiirdd, Zabola és Kézdioroszfalu. A vizmintak kozil a fortyogofiird6i
asvanyviz, a kézdivasarhelyi vizminta asott katbol szarmazik, a kézdioroszfalui és a Zabolardl

szarmazo vizmintak furt katbol voltak begytjtve.
6.1. A mikroorganizmusok kimutatésa céljabdl alkalmazott tenyésztési eljarasok

A mikrobiologia vizsgélatok soran elsoként meghataroztuk a mezofil aerob baktériumok
0sszcsiraszamat. Az egészségvédelmi ¢€s higiéniai szempontbol jelentds baktériumok:
koliformok, fekalis koliformok, fekalis Streptococcusok, szulfit-redukalé anaerob baktériumok,
Pseudomonasok kimutatidsa tenyésztéses bakterioldgiai mddszerekkel tortént. A fekalis
koliformok csoportjan beltl az Escherichia coli felismerése, valamint a szulfit-redukalé
anaerob baktériumok esetén a Clostridium perfringens jelenlétének bizonyitasa céljabol a

megerdsitd bakteriologiai vizsgalati médszereket alkamaztuk.

A mezofil aerob telepképz6 baktériumok 0sszcsiraszamat lemezontéssel hataroztuk meg.
Higitasi sort készitetttink 107°-ig, majd a mintabdl és az egyes higitasokbdl egy-egy mi-t
pipettaztunk steril Petri-csészékbe, majd 45 °C-ra lehiitott Nutrient taptalajt toltottiink és jol
Osszekevertik. Az inkubalas 22 és 37 °C-on tortént 48 oraig (Lukacsovics, 2002).

A koliform baktériumok és a fekalis koliformok kimutatdsa céljabol laktozlevest
készitettlink és fenolvords indikatort adtunk hozza. Mintanként 5-5, Durham csOvet is
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tartalmazo kémcsébe pipettaztuk a taplevest. A koliform baktériumok esetében az inkubalas 37
°C-on tortént, a fekalis koliformok eseteben pedig 44 °C-on 48 6raig. Ezt kdvetden elvégeztiik
a fekalis eredetti Escherichia coli jelenlétének bizonyitasa céljabol a megerdsité mikrobiologiai
vizsgalatokat. Els6 1épésben a 44 °C-on pozitiv reakciot mutaté kémcsovekbdl leizzitott
kaccsal Endo tapagar feluletére oltottunk, 37 °C-on 48 6raig inkubaltuk. Az inkubalést
kovetden azokkal a kiilonalld telepekkel dolgoztunk tovabb, amelyek sotétvords szintek és
fémfényliek voltak (Lukacsovics, 2002). A kovetkez6 1épés az E. coli jelenlétének bizonyitasa
celjabol az indol és az oxidazproba elvégzése. Az indolprdba esetében 5 ml peptonvizbe egy
kacsnyi baktériumot oltottunk. 24 ora elteltével minden kémcsébe 0,2 ml Kovacs-féle indol
reagenst csepegtettiink. Pozitiv reakcid esetén piros fellilisz6 tapasztalhatd. Az oxidazproba
esetében steril sziir6papirra oxiddz reagenst csepegtettiink €s iivegbot segitségével a papir
feliletén szétkentlink egy kacsnyi baktérium tenyészetet. Pozitiv eredmény esetén a
sziirbpapiron kékes-ibolya szinez6dés lathatd, negativ eredmény esetén nem figyelhetd meg
szinreakcio. A fekalis eredetii Escherichia coli jelenléte akkor bizonyitott, ha indolpréba esetén
pozitiv reakcidt, oxidazproba soran pedig negativ reakciot tapasztaltunk (Mardz és Farkas,
2000).

A fekalis koliformok és az Escherichia coli kimutatasit membransziiréses modszerrel is
elvégeztik (Standard International ISO/FPIS 9308-1). Lakt6z TTC agart készitettiink (1000 ml
desztilalt vizbe bemertink 33 g tergitol agart, 10 g laktdzt, 5 g peptont, 3 g élesztékivonatot, 5
g haskivonatot, 0,025 g bromtimolkéket és 15 g agart, autoklavozas utdn 5 ml TTC oldatot (1
%-0s 2,3,5-trifenil tetrazol-klorid oldat) is pipettaztunk a tébbi Gsszetevohoz). A pH-at 7,2-re
allitottuk be. A taptalajt steril Petri-csészékbe toltottiik. A szabvanyba eldirtak alapjan 100 ml
vizmintat vakuumsziré segitségével mikrobioldgiai membransziirdn atszlrtiink, majd a
sziirbkorongokat a taptalaj feluletére helyeztiik. A sterilitisra mindvégig vigyaztunk, gazégd
mellett dolgoztunk. Az inkubalas 37 °C-on tortént. 24 6ra elteltével pirosszinti telepek fejlédtek
ki. Tiszta tenyészet készitese celjabdl szélesztést végeztiink Endo taptalaj felliletén. Ezt
kovetden elvegeztik a szabvanyban eléirt megerdsitd vizsgalatot a fekalis eredetti Escherichia

coli jelenlétére vonatkozoan: az indol és az oxidaz probat.

A fekalis Streptococcusok kimutatasa soran els6 1épésben a megel6z6 vizsgalatot végeztik

el. Natrium-azid és dupla koncentraciéju natrium- azid tartalma taplevest készitettiink:
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e Natrium-azid tartalmu tapleves dsszetétele: 5,4 g haskivonat, 15 g proteoz-pepton, 7,5 ¢

glikdz, 7,5 g NaCl, 0,2 g Na-azid, 1000 ml desztillalt viz.

e Dupla koncentracioji natrium-azid tartalmu tapleves Gsszetétele: 9 g huskivonat, 30 g

proteoz-pepton, 15 g gliikoz, 15 g NaCl, 0,4 g Na- azid, 1000 ml desztillalt viz.

Minden egyes vizminta esetén 10 ml-t pipettaztunk egyenként 5 darab 10 ml dupla
koncentracidju Na-azid taplevest tartalmazd kémcsébe, majd ugyancsak a vizmintabol 1 ml-t
pipettdztunk egyenként 5 drb 10 ml Na-azid taplevest tartalmaz6 kémcsébe. Utolso 1épésként a
vizmintabdl 10™-es higitést készitettiink és 1 ml-t pipettaztunk egyenként 5 drb 10 ml Na-azid
taplevest tartalmazd kémcsébe. Ezt az eljardst minden egyes vizminta esetén megismételtik.
Az inkubalas 37 °C-on 24 éraig tortént.

A fekalis Streptococcusok megeléz6 vizsgalatat a megerdsitd vizsgalat kovette. Na-
azidot és bromkrezol bibor tartalmd taplevest készitettlink, melynek dsszetétele: 20 g proteoz-
pepton, 5 g glukdz, 5 g NaCl, 2,7 g K;HPOy, 2,7 g KH,PO4, 2 ml 1 %-0s bromkrezol bibor
oldat, 1000 ml desztillalt viz. A tapkdzeg pH-jat 7,2-7,3-ra allitottuk, és autoklavozassal
sterileztiik. Ezt kdovetden steril kémesdvekbe 3 ml taplevest pipettaztunk és a megel6zo
vizsgalat soran pozitiv eredményt adé mintakbol leoltottunk 1-1 ml-t. Az inkubélas 37 °C-on
24 Oréig tartott. Pozitiv eredmény esetén az eredetileg voroses-lilas tapleves sarga szintire
véltozott. A fekalis Streptococcusok legvaldsziniibb szamat a modszerhez tartozé tablazatbol a

pozitiv eredményeknek megfelelé kulcsszam alapjan hataroztuk meg (Dunca és mtarsai, 2004).

Az ivoviz mikrobioldgiai mindségének elemzése soran egy masik fontos vizsgalat az
anaerob szulfit-redukalé sporas baktériumok (a Clostridiumok) jelenlétének a kimutatdsa. A
Clostridium tapleves elkészitése utan steril kémcsdvekbe 9 ml-t pipettdztunk, majd 1-1 ml
vizmintat. A kémcsovekbe paraffint helyeztiink, és hokezelést alkalmaztunk vizfiirdében 80
°C-on. 15 perc elteltével a vizfiirddbdl kivett kémcsdveket gyorsan lehtitottiik. A paraffin
megszilardulva anaerob koriilményeket biztosit. Az inkubalas 37 °C-on tortént, 24-48 oraig.
Pozitiv eredmény esetén a tapleves feketére szinezddik, mivel a Clostridiumok a szulfitot
fekete szinGi vas-szulfiddd redukaljak (Dragan-Bularda, 2000). A Clostridium perfringens
jelenlétének bizonyitasa céljabol 9 ml tejhez 1 ml Clostridium tenyészetet adtunk, majd 24
6raig 37 °C-on inkubéltuk. A megerdsitd vizsgalatban a C. perfringens a tej szivacsos

megjelenésti alvadasat valtja ki (Manescu, 1989). A Clostridium perfringens jelenlétét egy
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masik modszerrel is vizsgaltuk. Clostridium perfringens szelektiv taptalajon feluleti szélesztést
végeztink, Uvegbot segitségével, majd a Petri-csészeket anaerob dobozba inkubalni helyeztiik
24 6raig 37 °C-on. A doboz légmentes kdriilményeket biztositott. Pozitiv eredmény esetén a

taptalaj fellletének feketére vald szinez6dését figyelhettiik meg.

A Pseudomonasok jelenlétének kimutatasara Pseudomonas szelektiv tdpagart készitettlink
és feluleti szélesztést végeztiunk, hajlitott Uvegbot segitségével. Ezen a taptalajon a

Pseudomonas fluorescens telepei sargés-fehér sziniiek és UV hatasara fluoreszkalnak.

A Pseudomonas aeruginosa kimutatisa membransziréses modszerrel tortént a
szabvanynak (European Standard prEN 12780) megfelelen. A taptalaj készitése soran 45,3 g
cetrimid agart, 10 ml glicerolt és 10 g kazein hidrolizatumot feloldottunk 1000 ml desztilalt
vizben. Autoklavozas utan 0,015 g nalixid savat mértiink a taptalajhoz és steril Petri csészékbe

toltottik. A membransziirés utan az inkubalas 28 °C-on tortént.

Az ivovizben jelenlevd mikroszkopikus gombak kimutatasa céljabol szélesztést
alkalmaztunk Czapek-Dox taptalaj fellletén a vizmintakbol. Az inkubalas 5 napig tartott 28
°C-on. A penészgombakat mikroszkopi preparatumok és telepmorfoldgiai tulajdonsagok

alapjan azonositottuk (Banhegyi és mtarsai, 1985).
6.2. A fertotlenitészerek antimikrobialis hatasanak a vizsgalata

Ivovizbdl izolalt fekalis eredetti E. coli és Pseudomonas fluorescens torzsek esetében
vizsgaltuk a kloéramin, a jod és a kloramint+jod fertdtlenitdszer kombinacidé antimikrobidlis

hatasat.

Els6 1épésben elkészitettiik a baktérium szuszpenziot 10 ml fizioldgias sooldatba, beallitva
a slrliségét turbidiméterrel ameddig a mért abszorbancia 50 %-ot mutatott. A modszer egy
mikrobaszuszpenzion athaladt fényer6sség-valtozas merésén alapszik. A mikrobak altal elnyelt

fény csokkenti a belépd fényintenzitast (http://www.mokkka.hu/drupal/node/2656). Kalibrald

oldatnak, mindig a sejtnélkili tapoldatot vettik. Négy baktérium torzzsel végeztik a
kisérleteket: Escherichia coli EC/2 és a vizsgalt ivoviz mintabol izolalt E. coli torzs,
Pseudomonas fluorescens és altalunk izolalt Pseudomonas fluorescens torzs. Ezt kovetéen

steril desztillalt vizbe beoltottuk a baktériumokat, hozzaadtuk a fertGtlenitoszereket a
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megengedett minimalis és maximalis koncentracioban (kléramin esetében: a minimalis 1 g/l, és
a maximalis 10 g/, a jod esetében: minimalis 8 mg/l, maximalis 16 mg/l. A fertétlenitészerek
kombinéacidja esetén pedig a maximalisan megengedett mennyiség felét adagoltuk (5 g/l
kléramin+8 mg/l jod). Majd kiilonboz6 id6kozonként (0 Ora, 3 dra, 6 Ora, 24 d6ra) lemezontést

végeztlink Nutrient tdpagarra a sejtszdm meghatéarozas céljabol.
7. Eredmények

A mintavételkor végzett mérések soran kapott adatok alapjan, a kivalasztott vizmintak esetében
a pH értéke 5,2 és 6,9 kodzott van. Lathato, hogy a vizek pH-ja kdzel négy hénap elteltével is

hasonlo értéket mutatott (1. tablazat).

1. tablazat. Mintavételi pH értékek

Ssz. Mintavetel helye pH pH
(jun. 28) (szept. 6)

1 Kézdivasarhely- Fotér 6,44 6,62
2 Fortyogofiirdd 5,28 5,5
3 Kézdioroszfalu 6,83 6,62
4 Zabola-1 6,27 7,3
5 Zabola-2 6,16 7,07
6 Zabola-3 6,95 6,25
7 Zabola-4 6,89 6,7
8 Zabola-5 6,66 6,3

14



7.1. Az ivoviz mintakbdl kimutatott allochton mikroorganizmusok

A 37 °C-on fejlodd, mezofil aerob telepképzd baktériumok Osszcsiraszama szempontjabol, a
kapott eredmények alapjan csak egy esetben, a szeptemberben begytijtott fortyogofiird6i forrasbol
szdrmaz0 viz (2. minta) minésége elfogadhatd, mivel a baktériumok szdma nem haladja meg a
megengedett hatarértéket (20 TKE/ml) (2. tdblazat, 3. tablazat) (STAS 3001-91) (Ogaki és
Stanescu, 2003). A tdbbi vizminta esetében viszonylag magas volt a sejtszam, a legmagasabb érték

a Zabola-2 mintara jellemz6 mindkét mintavételkor.

2. tblazat. A mezofil aerob telepképzé baktériumok dsszcsiraszama a vizsgalt vizmintakban,

37 °C-os inkubalast kivetéen a juniusban vett vizmintak esetében

Ssz.

Mintavétel
helye

Kézdiv.( Fétér)
Fortyogofiirdo
Keézdioroszfalu

Zabola-1

Mezofil
aerob
baktériumok
(TKE/mI)
6,2:10°
10?
1,8:10°

3.10°

Ssz.

Mintavétel
helye

Zabola-2
Zabola-3
Zabola-4

Zabola-5

Mezofil
aerob
baktériumok
(TKE/ml)
1,31.10*
2.10°
6,6-10°

10?

3. tablazat. A mezofil aerob baktériumok 6sszcsiraszama a vizsgalt vizmintakban, 37 °C-
os inkubalast kévetden a szeptemberben gyiijtott vizmintak esetében

Ssz.

Mintavétel
helye

Kézdiv.( Fotér)
Fortyogofiirdo
Kézdioroszfalu

Zabola- 1

Mezofil aerob

baktériumok
(TKE/mI)

1,510°
1
5,9-10°

3.10°
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Ssz.

Mintavétel
helye

Zabola-2
Zabola-3
Zabola-4

Zabola-5

Mezofil
aerob
baktériumok
(TKE/mI)
1,27-10*
3,2:10°
2,8:10!

1,510°



A szabvanyban elirt 22 °C-on torténd tenyésztést is elvégeztiik. Az eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy szintén a szeptemberben hozott fortyogdfiirdéi forrasbol szarmazo
vizminta az egyedili, amelynek mindsége mikrobioldgiai szempontbol elfogadhato, hiszen az
sszes é16 mikrobaszam legfeljebb 100/cm?® lehet 22 °C fokos inkubalas esetén (4. tablazat, 5.
tablazat) (STAS 3001-91) (Ogaki és Stanescu, 2003).

4. tblazat. A mezofil aerob telepképzé baktériumok dsszcsiraszama a vizsgalt vizmintakban,
22 °C-o0s inkubalast kévetéen a juniusban vett vizmintak esetében

Ssz. Mintavétel Mezofil Ssz. Mintavétel Mezofil

helye aerob helye aerob
baktériumok baktériumok
(TKE/mI) (TKE/ml)

1 Kézdiv.( Fétér) >10* 5 Zahola-2 >10*

2 Fortyogofiirdé 1,410° 6 Zabola-3 8,4-10°

3 Kézdioroszfalu 6,5-10° 7 Zabola-4 1,8-10°
4 Zabola- 1 8,8-10° 8 Zabola-5 >10*

5. tablazat. A mezofil aerob baktériumok 6sszcsiraszama a vizsgalt vizmintakban, 22 °C-os
inkubalast kdvetéen a szeptemberben gyiijtott vizmintak esetében

Ssz. Mintavétel Mezofil Ssz. Mintavétel Mezofil
helye aerob helye aerob
baktériumok baktériumok
(TKE/mlI) (TKE/mlI)
1 Kézdiv.( Fétér) 3,84-10° 5 Zabola-2 4,6-10°
2 Fortyogofiirdé 0 6 Zabola-3 3,1-10°
3 Kézdioroszfalu 4,810 7 Zabola-4 4,110
4 Zabola- 1 4,5.10° 8 Zabola-5 8,8:10°
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1. dbra. Nutrient taptalajon kifejléddtt mezofil aerob baktériumok. A: 22 ° C-os inkubélast
kévetéen, B: 37 ° C-0s inkubélas soran

6. téblazat: A koliform baktériumok Kkimutatdsanak eredményei a juniusban vett
vizminték esetében

Ssz. Mintavétel Eredmény koliszam
helye
1 Keézdiv.( Fotér) + B + + - 160
2 Fortyogofiirdd - - - - - <2
3 Kézdioroszfalu + + + + + > 32
4 Zabola-1 + + + + + > 160
5 Zabola-2 + + + + + > 160
6 Zabola-3 + + + + - 160
7 Zabola-4 + + + + + > 160
8 Zabola-5 + + + + + > 160

7. tablazat: A fekalis koliformok kimutatasanak eredményei a juniusban vett vizmintak
esetében
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Ssz. Mintavétel helye Eredmény

1 Kézdiv.(F6tér) - - § ) -
2 Fortyogofiird6 = - - - -
3 Kézdioroszfalu + + + + +
4 Zabola- 1 + + + + +
5 Zabola-2 + + + + +
6 Zabola-3 + - - - -
7 Zabola-4 + + + + +
8 Zabola-5 + + + + +

A koliform baktériumok kimutatasa soran a janiusban tortént mintavétel eredményei
alapjan szintén csak a fortyogofiirdéi vizminta alkalmas emberi fogyasztasra (6. tablazat, 7.
tablazat). A tobbi vizminta esetében a koliszam (koliform baktérium/100 ml viz) meghaladta a
megengedett hatarértéket. A koliszdm megengedett hatarértékei: asvanyviz esetében kevesebb
mint 2, asott kat vizében 21 alatt, fart kat vizében pedig kevesebb mint 4,4 (Lukacsovics,
1999). A kézdivasarhelyi és a fortyogofiirddi forrasok kivételével az Osszes vizmintabol
kimutathatok voltak a fekélis koliformok (10. &bra). Ivovizben nem lehetnek jelen a fekalis
koliformok. A fekalis koliformok és a fekalis eredetii Escherichia coli kimutatasa céljabél a
membransziirds és az azt kovetd megerdsitd vizsgalatot is elvégeztiik (Standard International
ISO/FPIS 9308-1) (11. 4bra). Ebben az esetben a fortyogofiirdéi vizmintabol is kimutathatok
voltak a fekalis koliformok, ez valOszinli azért mert ennél a modszernél 100 ml vizmintat
hasznalunk ¢€s nagyobb az esélye az esetleg kisebb szamban jelenlévd baktériumok
kimutatasanak. A megerdsité vizsgalat a Zabola-5 mintabdl bizonyitotta az E. coli jelenlétét.
Osszegzésképpen a két modszer soran kapott eredmények alapjan egyik vizminta sem ajanlott

emberi fogyasztasra.

8. tablazat. A koliform baktériumok kimutatasi eredményei a szeptemberben gytijtott

vizmintakboél
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S Mintavétel Eredmény koliszam
helye

1 Kézdiv.( Fotér) - - - - - <22
2 Fortyogofiirdd - - - - - <2
3 Kézdioroszfalu - - - - - <44
4 Zabola-1 + + + + + > 160
5 Zabola-2 + + + + + > 160
6 Zabola-3 + + + + - 160
7 Zabola-4 nS nS - - - 51
8 Zabola-5 + + + " + > 160

A szeptemberben begylijtott vizmintdk esetében a koliszdm 3 esetben volt megfeleld
(kézdivasarhelyi, fortyogofiirddi, kézdioroszfalui vizmintak), azonban az 0sszes vizmintabol
kimutathatok voltak a fekélis koliformok amely alapjan emberi fogyasztasra egyik vizminta
sem ajanlott (8. tablazat, 9. tablazat). A megerdsitd vizsgalat eredményei a kézdivasarhelyi, a

Zabola-1 és Zabola-2 mintakbol fekalis eredetii Escherichia coli jelenlétére utalnak.
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9. tablazat: A fekalis koliformok kimutatasanak eredményei a szeptemberben vett

vizmintak esetében

Ssz. Mintavetel Eredmény Ssz. Mintavetel Eredmény
helye helye
1 Kézdiv.(Fétér) | + | 4+ + | + + 5 Zabola-2 | 4 + |+ |+ |+
2 Fortyogéfiirdd | 4+ | + +  + - 6 Zabola-3 | + + |+ |+ |+
3 Kézdioroszfalu |« + @ 4+ - | - | - 7 Zabola-4 + + - - -
4 Zabola-1 + |+ |+ +]| + 8 Zabola-5 | 4+ + o+ + |+

10. &bra. A koliformok és a fekalis koliformok kimutatésa soran kapott eredmények a
37 °C-on és a 44 °C-on torténé inkubalast kovetéen (Zabola-5 minta)

11.abra. A membransziiréses modszer alkalmzasakor kifejlodott fekalis koliformok
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A fekélis Streptococcusok vizsgalati eredményei alapjan a vizmintdk mindsége
kifogasolhato (12. &bra), mivel az ivovizben nem fordulhatnak elé ezek a baktériumok
(STAS 3001-91) (Ogaki és Stanescu, 2003). A Zabola-3 és Zabola-4 mintadkban volt a
legmagasabb a sejtszam 100 ml vizmintaban (10. tablazat).

12. abra: A fekélis Streptococcusok meger6sitd vizsgalata, a Zabola 4-es vizminta esetén

10. tablazat: A fekalis Streptococcusok kimutatasdnak eredményei, a megerosito
vizsgalat soran

Ssz. Mintavétel Sejtszam/100 ml
helye

1 Kézdiv.( Fotér) 9

2 Fortyogofiirdd 2

3 Kézdioroszfalu 2

4 Zabola- 1 278

5 Zabola-2 130

6 Zabola-3 > 1609

7 Zabola-4 17

8 Zabola-5 > 1609
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13. 4bra. Pozitiv eredmény a Clostridium perfringens kimutatasa és a meger6sit6 vizsgalat
soran

Az anaerob szulfitredukéald baktériumok (Clostridiumok) vizsgalata sordn csak a juliusi
vizmintakbdl kaptunk pozitiv eredményt a Zabola-2 és Zabola-5 mintakbdl. Mindkét

meger6sitd vizsgalat a Clostridium perfringens jelenlétére utal az emlitett vizmintakban (13.
abra).

A Pseudomonasok vizsgélata sordn a membransziirés modszer alkalmazasa esetén

(European Standard prEN 12780) Pseudomonas aeruginosa a Zabola-5 vizmintabdl volt
kimutathat6 (13. &bra).

13. dbra. A Pseudomonas aeruginosa kimutatasa membransziirs modszerrel

A szeptemberi mintavétel soran Pseudomonas szelektiv taptalajon a legtdbb vizmintabdl
kimutathatd volt Pseudomonas fluorescens.
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A juaniusi mintavétel soran a Zabola-2 vizmintabdl Czapek-Dox taptalajon penészgombak
fejlodtek ki, melyek a meghatarozas alapjan Aspergillus fumigatus és Aspergillus sparsus. Az

A. fumigatus verruculogen mikotoxint termel6 penészgomba (14. abra).

14. dbra: Az ivovizbol kimutatott Aspergillus fumigatus mikroszkopi képe.

7.2. A fertétlenitészerek antimikrobidlis hatdsanak eredmeényei a vizsgélt
mikroorganizmusok esetében

A kivalasztott fertotlenitdszerek (kloramin és jod) antimikrobidlis hatasanak vizsgalata
sordn az egészségvédelmi szempontb6l megengedett mennyiségeket alkalmaztuk. A
laboratoriumi Escherichia coli EC/2 torzs esetében 24 dra elteltével nem volt kimutathato €16
sejt az alkalmazott fert6tlenitdszer koncentraciok hatasara. Ez a baktériumtorzs érzékenyebb a
kléramin T antimikrobialis hatdsaval szemben. A kléramin T és a jod egyittes alkalmazasa
esetén kaptuk a legjobb eredményt, ahol 3 déra utdn mar csak 1 telep fejlodott ki szilard
taptalajon (11. tablazat).

Az ivovizbol izolalt Escherichia coli esetében is hasonld eredményeket kaptunk (12.
tablazat), az adatok kissé nagyobb ellenalléképességre utalnak dsszehasonlitva az Escherichia

coli EC/2 tOrzzsel.
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11. tablazat. A fertétlenitészerek hatasanak eredményei az Escherichia coli EC/2 tOrzs

esetében
Ido Escherichia coli EC/2 (TKE/ml)
i Kléramin T Jod Kléramin
T+Jbd
19/ 10 g/l 8mg/I 16 59/l + 8 mg/l
mg/l

0 > 10* > 10* > 10* > 10* > 10*
3 10 5-10 10 2,5-10" 1
6 0 0 10 3 0

24 0 0 0 0 0

12. téblazat. A fert6tlenitészerek hatiasanak eredményei az ivévizbdl izolalt
Escherichia coli torzs esetében

1dé Escherichia coli ivévizbél izolalt (TKE/mI)
(h) : :
Kléramin T Jod Kléramin
T+Jod
19/l 10 g/l 8mg/I 16 5 g/l + 8 mg/l
mg/I
0 > 10* > 10* > 10* > > 10*
10*
3 > 10° 10° 3,5:10° 4-10* 7
6 0 0 2:10° 1 1
24 0 0 0 0 0

A Pseudomonas torzsek érzékenyebbek az alkalmazott fertétlenitdszerekkel szemben
(13. tablazat, 14. tablazat), 6sszehasonlitva a vizsgalt E. coli torzsekkel. A legtdbb esetben mar
3 ora elteltével nem mutathatok ki €16 sejtek, egy kivétellel, amikor a 8mg/l jod koncentracio
esetében az ivovizbdl izolalt P. flurescens esetében 6 Ora utan is az é18 sejtszam 10%/ml volt.

Ebben az esetben a vizsgalatokat megismételtik a minimalis €s a maximalis érték kdzé esd
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koztes jodtartalommal (12 mg/l). Az eredmények alapjan 3 dra utan mar nem voltak

kimutathatok €16 sejtek.

13. tablazat. A fertotlenitészerek hatasanak eredményei laboratériumban hasznalt
standard Pseudomonas flurescens esetében

1dé6 (h) Pseudomonas fluorescens (TKE/ml)
Kléramin T Jéd Kl6éramin
T+Jod
19/l 10 g/l 8mg/I 16 5 g/l + 8 mg/l
mg/I
0 > 10" > 10" > 10" > > 10"
10*
3 >10° 1 > 10° 1 2
6 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0

14. tdblazat. A fertétlenitoszerek hatasanak eredményei az ivovizbdl izolalt Pseudomonas
flurescens torzs esetében

1dé (h) Pseudomonas fluorescens ivévizbél izolalt (TKE/ml)
Kléramin T Jod Kléramin
T+Jod
19/ 10 g/l 8mg/I 16 59/l + 8 mg/l
mg/l
0 >10* > 10* > 10* > > 10*
10*
3 4-10" 10* 3,48-10° 1 1
6 0 0 10° 0 0
24 1 0 0 0 0

8. Kovetkeztetések

25



o A vizsgalt vizmintdk kozil a Fortyogofirdéi asvanyviz a legkevésbé
szennyezett, viszont ha figyelembe vesszik az allochton mikroorganizmusok
jelenlétére vonatkozé eléirasokat, akkor az Osszes vizminta minésége mikrobiologiai
szempontbol kifogasolhatd, fogyasztasra nem ajanlott.

. A kldéramin ¢€s jod fertOtlenitdszer kombinacio alkalmazasa esetén szinergizmus
létezik.

o A kléramin mennyiségének csokkentése altal kivaltott gyengébb antimikrobialis
hatas, kompenzalhat6 megfeleld mennyiségii jod hozzdadassal, ami egészségvédelmi
szempontbol jelentds.

o A vizsgalt Pseudomonas torzsek érzékenyebbek az alkalmazott fert6tlenitd

szerekkel szemben.
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