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|. BEVEZETES

Magyarorszag termalvizekben (az a rétegviz, amelynek hémérséklete meghaladja a
30°C-ot) gazdag orszag, ennek ellenére kevés kutatds indult hévizforrasaink
mikrobak6zosségeinek feltarasara. Hazank termal- és gyogyvizeinek tobbsége kalcium-
magnézium-hidrogénkabonatos héviz, melyek a vizek teljes asvanyianyag-tartalmanak
legalabb 20%-at adjak. Hévizfeltarasra az orszag teriiletének mintegy haromnegyedén van
lehetdség (Liebe, 2001).

Hazank geotermikus adottsagai kozismerten kedvezdéek. A kiemelkedd foldtani
koriilmények legfobb oka, hogy a Karpat-medencében a vilagatlagtol (30-35 km) eltérden a
foldkéreg minddssze 24-26 km vastag. A foldkéreg vékonysdga miatt a forrd6 magma
kozelebb esik a foldfelszinhez, igy a magyarorszagi geotermikus gradiens értéke atlagosan
5°C/100 m, ami azt jelenti, hogy 100 méterenként a mélybe haladva 5°C-ot novekedik a
homérséklet. Ez az érték a vilagatlagnak mindegy masfélszerese (Liebe, 2001). A jo vizvezetd
képzédmények legnagyobb mélysége eléri a 2,5 km-t. Itt a hémérséklet mar a 130-150°C. A
termalviz kutakban felfelé haladd viz a kat csovezése mentén lehil, ezért a felszinen a
vizhémérséklet ritkan haladja meg a 100° C-ot (Liebe, 2001).

Nagyszamu termadl-, illetve gyogyfiirddink medencéinek feltoltését is forrasok és kutak
biztositjak (Liebe, 2006). Ezen fiird6inket millionyian keresik fel gyogykezelések vagy csak
egyszerlien kikapcsolddas céljabol, amely vizekben azonban a kotelezd higiénés és eldirt
kémiai paraméterek elemzésén kiviil alig végeznek vizsgalatokat. A fiirdokbe jard6 emberek
kozvetitésével megnd az antropogén eredetli szennyezddések szama, ami kozegészségiigyi
szempontbol komoly problémakat is okozhat (Kali, 2014). Munkam soran a Gellért-fiirdd
forrasvizében és medencéjének vizében fellelhetd baktériumkozosséget vizsgaltam.

A Dunantuli-kdzéphegység karbonatos viztarozo rendszeréhez tartozdo Budai
Termalkarszt egyik teriilete a Gellért-hegy, ahol szamos forras fakad. A Gellért-hegyben
kozel azonos hémérsékleti (35-47°C) és kémiai Osszetételti forrasok fakadnak (Eréss és
mtsai, 2010). A gellért-hegyi forrascsoportra telepiilt a Rac-fiirdd, a Gellért-fiirdé és a Rudas-
fiirdé (Anda, 2014). Az itt talalhato Gellért-tard (GT) egy 1969-1978 kozott épiilt 1100 m
hosszii mesterséges alagit, mely a Gellért-fiirdé szivattyihazabol indul észak-nyugati
iranyban, majd a Rac-flirddnél éri el a végszelvényt. A GT-I. és a GT-IIL. szamu kut a Gellért-
fiird6 termalviz ellatasat szolgalja (Vojnics, 2008).

A termalfiirdok vizében a természetes és az antropogén eredetli 6koldgiai faktorok

sokféleségei kombinalodnak, mindez tiikr6zddik mikrobioldgiai allapotukban is, amelyrdl



viszonylag kevés informacidoval rendelkeziink. A  termalviz-forrdsok természetes
mikrobakozosségeinek Osszetételét a geolodgiai kornyezet mindsége (fizikai, illetve kémiai
paraméterei) hatarozza meg: homérséklet, pH, redoxpotencidl, 1ionkoncentracio,
oxigénkoncentracid, fényintenzitds (Némedi, 2013).

Ezek a vizek tapanyagszegény (oligotrof) élohelyek, szénforrast csak alacsony (1-15
mg*I™) koncentracioban tartalmaznak. Ennek ellenére a mikroorganizmusok nagyfoku taléldé
képességiik és metabolikus flexibilitasuk révén képesek ebben a kornyezetben is fennmaradni.
Limitalt tapanyag- és energiaforrds esetén kiilonbozo stratégidkat alkalmaznak talélésiik
érdekében: visszafogott szaporodas, csokkent sejtméret, vagy valamilyen felszinhez kotddés
(Kéki, 2014). Ezen kozegekbdl nehéz tenyésztéssel baktériumokat kimutatni, ismert, hogy a
kornyezetben talalhatd mikrobdknak csak nagyon kis szazalékat (0,001-10%) alkotjak a
tenyészthetd szervezetek. Ennek szamos oka lehet: a nem megfeleld taptalaj alkalmazasa, ha a
baktériumok életciklusanak nyugalmi szakaszat nem tudjuk megszakitani, ha az adott faj csak
szintr6f partner jelenlétében képes szaporodni, ha kiilonleges tapanyagok, korilmények
sziikségesek az adott baktériumok novekedéséhez vagy ha bakteriocidek, antimikrobialis
hatasu szubsztratok gatoljak a szervezetek novekedését. Szamos jelmolekula fontos szerepet
jatszik a tenyésztés soran, amelyeket valosziniileg a hagyomanyos tenyésztési modszerek nem
engednek érvényre jutni. A tenyésztés sikeressége valodszinilileg nem csak attol fiigg, hogy
mely tdpanyagokat hasznaljuk, hanem sokkal inkébb attél, hogy ezeket milyen mennyiségben
adjuk hozza a taptalajhoz (Zengler, 2009).

A tenyésztési technikdk finomitasara szamos megoldas sziiletett. A sikeres
tenyésztéshez a baktériumok természetes kornyezeti tényezdit célszerli minél inkabb
megkozeliteni, barmely kdrnyezeti mintabol is igyeksziink minél nagyobb sokféleségben
tenyészteni a mikroorganizmusokat. A magas tapanyag-koncentracidji taptalajok gyakran
gatlo hatassal vannak az oligotréf baktériumok novekedésére, ezért célszerii alacsony
inkubacios id6 lehetévé teszi a lassan novekvo baktériumok megjelenését (Davis és mitsai,
2004). A gelrite gellangumi (alternativ szilardito anyag) segitségével szerves anyagokra
érzékeny mikrobakat vonhatunk tenyésztésbe (Kamagata és Tamaki, 2004). A poliuretan
habbol késziilt, taptalajt tartalmazo blokkokat pedig baktériumok csapdaba ejtéséhez
hasznalhatjuk (Yashumoto-Hirose és mtsai, 2005). Manapsag ezen tenyésztéses Vizsgalatok
soran legtobbszor R2A (Reasoner és Geldreich, 1985), vagy higitott Nutrient (Kim és mtsai,
1997), illetve M-27 (Stevenson és mtsai, 2004) és Gn. oligotrof (McAlister és mtsai, 2002)

taptalajokat alkalmaznak, melyekkel az adott kérnyezetek aerob, heterotrof baktérium tagjait



térképezik fel. Ismert tény, hogy a tenyésztési eljarasok soran a taptalajok mindig szelektivek,
egyféle taptalaj sosem tudja visszaadni az eredeti kdrnyezet Osszes paraméterét, ezért
sziikséges minél tobbféle taptalajt €s tenyésztési eljarast alkalmaznunk egy kozeg
baktériumko6zosségének feltardsa sordn. Tovabba hidba mutatjuk ki molekuldris alapon az
adott szervezetek jelenlétét, csak a tenyésztésbe vont baktériumoknak hatdrozhatjuk meg a
kornyezetben betoltott szerepiiket, fiziologiai jellemzoieket, példaul a velik szemben

alkalmazando vegyszerekre mutatott reakciojukat, érzékenységiiket (Kéki, 2014).

1. CELKITUZES

Munkank célja hagyomanyos tenyésztéses és specialis taptalajok valamint tenyésztési
technikak segitségével a Gellért-fiirdd 36°C-0s forrasvizében ¢és medencéjének vizében
fellelhetd baktériumkozosségek feltérképezése és Osszehasonlitdsa, tovabba a tenyésztési
technikaknak, az alkalmazott taptalajoknak ¢és a szilardito anyagoknak a tenyészthetd

baktériumkozosségre gyakorolt hatdsdnak vizsgélata.

11l1. ANYAGOK ES MODSZEREK

111. 1. Mintavétel

A mintavétel 2013. 10. 28-4n a Gellért-fiirdd forrasvizébdl és 36°C-0s medencéjébdl
(vizmélysége 1 m, vizfelilete 50 m?) tortént. Az 1000 ml vizmintat steril csavarkupakos
ivegekbe vettiik. A forrasvizet a forrasviz-befolyobol toltottik a steril tivegbe, a medence

vizébe pedig belemeritettiik a steril liveget.
I11. 2. A mintak feldolgozasa

I11. 2. 1. A tenyésztés soran alkalmazott taptalajok €s tenyésztési technikak

A forrds és a medence vizének tenyésztéses kisérleteiben 10%-os R2A taptalajt
(Reasoner és Geldreich, 1985), valamint szerves anyagokat alacsony koncentracidban
tartalmazé taptalajt (MM=minimal médium), kiilénboz6 szilarditdo agenseket és tenyésztéses

technikakat alkalmaztunk az 1. abran lathaté gondolatmenet szerint.



Az alkalmazott tdptalajok Osszetétele:

¢ Nyomelem oldat:

FeSO4 x 7H,0 2049
H3BOs 0,03¢g
MnClI; x 4H,0 0,19
CoCl; x 6H,0 0,199
NiCl, x 6H,0 0,024 g
CaCl; x 2H,0 0,002 g
ZnSQO4x 7H,0 0,144 g
Na,MoQO4 x 2H,0 0,036 g
EDTA 529
Desztillalt viz 1000 ml
pH 7,0
e Markoelem oldat:
KNO; 1g
KH,PO 029
MgSQO,4 x 7H,0 0,1g
CaCl; x 2H,0 0,02 g
Desztillalt viz 1000 ml
pH 7,0
e Vitamin oldat:
4-aminobenzoe sav (difco) 40 mg
D(+)-biotin (reanal) 10 mg
Nikotinsav (reanal) 100 mg
Ca-D(+)-pantoteat (sigma) 50 mg
Piridoxin-hidroklorid 100 mg
Tiamin-hidroklorid (reanal) 100 mg
Desztillalt viz 1000 mi

A héérzékeny vitamin oldatot 0,2 pm poérusdtmérdjii. membranon atsziirve
sterilizaltuk, majd a taptalajok autokldvozasa utan steril koriilmények kozott adtuk hozza

azokhoz.



o 10%-0s R2A:
Az R2A taptalaj OsszetevOinek a tizedét hasznaltuk fel. A gelrite szilardito anyaggal
késziilt R2A taptalajhoz literenként 12 g gelrite-ot adtunk. A gelrite egy extracellularis
poliszacharid, amelyet a Sphingomonas fajok termelnek.

e Minimal médium:

Nyomelem oldat 1ml
Makroelem oldat 100 ml
Na-acetat 0549
Metanol 2ml
Glicerin 2 mi
Agar-agar/Gelrite 20,00/12,09
Forrasviz 1000 ml
pH 7,0

Mindkét taptalajt agar-agar és gelrite szilardito anyaggal is elkészitettiik. A taptalajok
elkészitéséhez nem desztillalt vizet, hanem a fiirdé forrasvizét hasznaltuk, pH értékiiket 7,0-re
allitottuk be, majd 121°C-on 1 atm tilnyomdson 20 percig autoklavban sterilizaltuk dket.

Taptalajaink elkészitéséhez a késObbiekben desztillalt vizet hasznaltunk a fiirdébdl
szarmazo forrasviz helyett. Ekkor a megfelel szilardsagu taptalajt a gelrite-ot tartalmazo
10%-o0s R2A esetében literenként 0,3 g CaCl; és 0,6 g MgSO, hozzaadasaval készitettiik el. A
gelrite-tal késziilt minimal médiumhoz literenként 0,5 g CaCl, és 0,75 g MgSQO,, az agar-
agarral késziilt taptalajhoz pedig 0,32 g CaCl, hozzaadasara volt sziikség.

Forrasviz / Medence vize

Kozvetlen Pur hab tombos
Dusitas
szélesztés technika
10%-0s R2A Mlmmal médium
agar-agar gelrite agar-agar ge]nte

1. abra. A vizmintakbol torténd tenyésztés soran alkalmazott kiilonb6zé technikak, taptalajok valamint
szilardité anyagok



1. 2. 2. Csiraszambecslés

A forras és a medence Vizébdl szarmazo mintakbol 3 taga (forrasviz), illetve 4 tagh
(medence vize) higitasi sort készitettlink a mikrobioldgia szabalyainak megfeleléen. A
higitasi tagok 100-100 pl-nyi mennyiségét négyféle taptalajra (agar-agarral és gelrite-tal
elkészitett minimal médium és 10%-0s R2A) szélesztettilk, mindegyik higitasi tagbol 5
parhuzamos mintat készitettiink. A szélesztett mintakat 36°C-on 9 napig, ezutan még tovabbi
16 napon at 25°C-on termosztaltuk. Ezt kovetéen minden taptalajon elvégeztem a mintak

heterotrof csiraszambecslését.

1. 2. 3. Dusitas

A forras és a medence vizébdl szarmazd mintakat dusitottuk, amihez kétféle dusitd
levest alkalmaztuk: 10%-0s R2A-t és minimal médiumot. Steril koriilmények kozott 250 ml
tapleveshez 50 ml vizmintat mértiink. A mintdkat magneses keverélapon harom hétig 36°C-
on inkubaltuk.

A disitott mintakbol 3 tagi 100x-0s higitasi sorozatot (1072, 10, 10°) készitettiink. A
higitasi tagokbol 100-100 pl-t szélesztettink mind a négyféle taptalajra, majd a Petri
csészéket 36°C-on egy hétig inkubaltuk.

1. 2. 4. Poliuretan hab tombok alkalmazasa

A duasitdas soran egy olyan specialis tenyésztési
technikat is kiprobaltunk, amely soran poliuretan habbol
késziilt kockak alkalmazasaval tortént a baktériumok csapdaba
ejtése (2. abra). A koriilbeliil 1 cm® térfogati poliuretdn
blokkok sterilizalasa utan azokat négyféle steril taptalajba
martottuk (agar-agarral ¢és gelrite-tal elkészitett minimal
médium és 10%-0s R2A), majd hagytuk, hogy a taptalajok
megszilarduljanak a pur hab kockak felszinén és belsejében.
Mindegyik dusité taplevesbe (10%-os R2A és minimal
médium) a megfeleld taptalajjal atitatott 2-2 db pur hab blokkot

tettiik bele (2 db agar-agarral és 2 db gelrite szilardit6 anyaggal 2. dbra. A disito tiplevesben
elkészitettet). A mintakat magneses kever6lapon, 36°C-on, elhelyezett poliuretan blokkok
harom héten at inkubaltuk.

A medence és a forras vizét tartalmazo 10%-os R2A dusito taplevesekbe elhelyezett

poliuretdn habbdl késziilt blokkok harom hét utan elmallottak a 36°C-on torténd inkubalds



soran. A tapleves pH-jat ekkor pH papirral ellendriztiik, és az 7,5-8 koriili volt. A dusitott
mintakat ezutan még 3 hétig szobahdmérsékleten (25°C) inkubaltuk, és 2013. 12. 16-an a
minimal médium dusit6 taplevesben megmaradt poliuretan blokkokbol mintat vettiink. Steril
dorzsmozsarakban steril dorzs segitségével a pur hab kockakbodl kipréselt levet steril
pipettaheggyel felszivtuk, majd haromtagi 100x-0s higitasi sort (102, 10, 10°®) készitettiink,
melynek mindegyikéb6l 100-100 pl-t pipettaztunk kétféle taptalajra: agar-agarral, illetve

gelrite-tal elkészitett minimal médiumra. A szélesztett mintakat 36°C-on 4 napig inkubaltuk.

1. 2. 5. Baktériumtorzsek izolaldsa

A taptalajokrol a baktériumtorzseket random modon izolaltam, amelyeket ezt
kovetden a mikrobiologia szabalyainak megfelelden tisztitottam. A tovabbiakban a torzseket
agar-agarral és gelrite-tal késziilt minimdl médiumon valamint agar-agarral késziilt 10%-0s
R2A taptalajon tartottam fenn (miutan a gelrite-tal késziilt 10%-0s R2A taptalajrol izolalt
baktériumok agar-agarral késziilt 10%-0S R2A-n is néttek, igy azokat a tovabbiakban a

konnyebb kezelhetdség érdekében azon tartottam fenn).

1. 2. 6. DNS izolalas a baktériumtorzsekbo6l

600 pl-es Eppendorf-csovekbe 100-100 pul DEPC-cel (dietil-pirokarbonat) kezelt
RN-az mentes vizet (dH,0) pipettaztam, majd mindegyik csébe 100 pl steril tiveggyongyot
tettem. Ezt kdvetéen a tisztitott, fiatal (48-72 oras) baktériumtenyészetekbdl egy kacsnyi
mennyiséget szuszpendaltam az Eppendorf-csdvekben 1évé folyadékba, majd MM301 tipust
sejtmalommal (Retsch, Haan, Germany) 2 percen keresztiill 30 Hz-en razattam Oket. A
sejtfeltaras utan a csdveket centrifugaltam (5000 g), majd a nyers lizatumot PCR késziilékben
(GeneAmp PCR System 2700) 5 percen at 98°C-on denaturaltam. Ezt kovette a csovek 5
percen at torténd centrifugalasa (10000 g). A DNS mintakat -20°C-on taroltam.

I11. 2. 7. A baktériumtorzsek 16S rRNS génjének felszaporitasa

A baktériumok 16S rRNS génjét polimeraz lancreakcioval GeneAmp PCR System
2700 késziilékben felszaporitottam, ehhez 27f (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’)
¢és 1401r (5°CGG TGT GTA CAA GAC CC 3’) primereket alkalmaztam. A PCR terméket
agardz gélelektroforézis segitségével ellendriztem: 2,5 ul DNS festéket (GR DNA Stain;
Fermentas) tartalmazo 1%-0s agardz gélben 20 percig, 100 V-on, TBE pufferben futtattam a
termékeket. A molekulasuly markerként EcoRI+Hindlll Marker 3-at (Fermentas) hasznaltam.
A DNS festékkel megfestett PCR termékeket atesé ultraibolya fényben detektaltam.



Az alkalmazott polimerdz lancreakcio 0sszetétele:

dH,O 28 ul
dNTP (1 mM; Fermentas) 10 pl
10X Tagq puffer (Fermentas) 5ul
MgCl; oldat (25 mM; Fermentas) 4 ul
27f primer (0,2 pg*ul™; Fermentas) 0,5 ul
1401r primer (0,2 pg*ul™; Fermentas) 0,5 ul
Taq polimeraz (1U*pl™; Fermentas) 1 ul
DNS templat 1l
Végtérfogat 50 ul

Az alkalmazott polimerdz lancreakcid hdprofilja:

Kezdeti denaturacié 98°C 3 perc
Denaturacio 94°C 0,5 perc
Anellacio 52°C 32 ciklus 0,5 perc
Extenzid 72°C 0,45 perc
Végsd extenzio 72°C 10 perc

I1l. 2. 8. ARDRA (amplified ribosomal DNS restriction analysis, amplifikalt riboszomalis

DNS restrikcids analizise)

Az ARDRA soran a baktériumtorzsek 16S rRNS génjének amplifikalt szakaszait Mspl
(hasitasi hely: GG|CC) és BsuRI (hasitasi hely: C|CGQG) restrikcids enzimekkel hasitottam,
majd a kapott fragmentumokat 2%-os agaréz gélben futtattam, igy a kiilonb6z6 nagysaga
DNS szakaszok elvaltak egymastol. A hasitasi mintazat alapjan a torzseket csoportositottam.

Az eljaras soran 7,7 ul DEPC kezelt RN-az mentes vizet, 2 ul puffert (10x Buffer R,
illetve 10X Buffer Tango; Fermentas), 0,3 pl restrikciés enzimet (BsuRI(Haelll) 10U* ul™,
illetve Mspl(Hpall) 10U* pul™; Fermentas) és 10 pl PCR terméket mértem 600 pl-es
Eppendorf-csévekbe, majd a reakcioelegyet 37°C-on 3 éran keresztiil inkubaltam. A kapott
DNS szakaszokat agardz gélelektroforézis segitségével szétvalasztottam: 2%-os agardz
gélben 80 V fesziiltségen, TBE pufferben, 80 percig futtattam, pUC Mix Marker 8
(Fermentas) molekulasuly marker hasznalata mellett. Az eredményt lefényképeztem, a
vizsgalt torzseket hasitdsi mintazatuk alapjan csoportositottam, és Kivalasztottam a
csoportreprezentans, valamint a csoportokon kiviil esd torzseket, amelyeknek elvégeztem

16S rRNS gén alapu faji azonositasat.
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1. 2. 9. A 16S rRNS gén szekvencia analizise

A PCR termékek tisztitasat, torzseink 16S rRNS génjének szekvenalasat €s a kapillaris
elektroforézist az LGC Genomics GmbH (Berlin, Németorszag) végezte.
I11. 2. 10. A szekvenciaadatok kiértékelése

A torzseink faji szinti meghatarozasahoz a kapott szekvencidkat Chromas
programcsomag (Technelysium Pty Ltd, Tewantin, Ausztralia) segitségével ellendriztiik,

javitottuk majd az EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon) adatbazisban 1évo

baktériumtorzsek szekvencidival Osszehasonlitva meghataroztuk a torzseink filogenetikai

helyzetét.

IV. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

IV. 1. Csiraszambecslés eredménye a kiilonb6z6 taptalajokon

Az altalunk alkalmazott taptalajokon a tenyésztésbe vonhatd baktériumok szama
legalabb egy nagysagrenddel nagyobb volt a medencében, mint a forrasvizben. Ez nem
meglepd, hiszen a medencében mar a ,,flird6z6-hatds” érvényesiil, bar a mintavétel
pillanataban csak 12 ember tartézkodott a medencében.

Mindkét mintavételi hely esetén a gelrite-tal késziilt 10%-os R2A taptalajon kaptuk a
legmagasabb csiraszamértéket (1. tablazat). Hasonlo eredményt kapott Kamagata és Tamaki
(2005) édesvizi tiledék baktériumkozosségének vizsgalata soran, agar-agar €s gelrite szilarditd
anyagot tartalmazd kozepesen alacsony tapanyag tartalmu PEO3 téaptalaj alkalmazasaval
(Kamagata és Tamaki, 2005).

Az agar-agarral készitett R2A taptalajon kaptuk a legkisebb értékeket (1. tablazat),
ami azért is 1ényeges megallapitas, mivel a legtobb kutatas soran ezt a taptalajt alkalmazzak

hagyomanyosan oligotrof kornyezetekben fellelhetd baktériumkozosségek feltérképezésére.
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1. tablazat. A csiraszambecslés eredményei (TKE/ml)

N4 10%-0s R2A minimal médium

j

o

=)

A= agar-agar: 1,25*10" gelrite: 6,34*10 agar-agar: 1,08*10 gelrite: 6,08*10°
[<5]

2 10%-0s R2A minimal médium

g

> agar-agar: 5,644*10° | gelrite: 1,0949*10* | agar-agar: 1,036*10° gelrite: 1,092*10*

IV. 2. A baktériumtorzsek tenyésztésének/meghatarozasanak eredményei

A forrasvizbol 53, a medence vizébol 68 baktériumtorzset, tehat 0sszesen 121 torzset

izolaltam. A kiilonb6zd tenyésztési technikék alapjan csoportositva: a kozvetlen szélesztett

mintakbol 24, a dusitott mintakbol 73, a pur hab tombds technika soran pedig Gsszesen 26

baktériumtorzset izolaltam.

IV. 3. Az ARDRA csoportositas eredményei

Az ARDRA csoportositas soran 11 csoportot kaptunk, amelyekbdl a csoport nagysagatol

fliggben 1-3 csoportreprezentans térzs 16S rRNS gén szekvencidjat hatdroztuk meg, valamint

még 26 csoporton kiviilallo torzsét.

3. abra. EQy ARDRA (enzim: BsuRI, molekulasuly marker: pUC Mix Marker 8) soran kapott gélkép
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IV. 4. A forras és a medence vizébol kimutatott baktériumkozosségek

osszehasonlitasa

Mindkét mintavételi hely baktériumkozossége valtozatos képet mutatott. A medence
¢és a forras vizében egyarant az Alphaproteobacteria osztaly tagjai dominaltak, mellettiik az
Actinobacteria osztdly képviseldéi jelentek meg magas szdmban. Rajtuk kiviil még
tenyésztettiink baktériumokat a Beta- ¢s Gammaproteobacteria, illetve a Bacilli osztalybol. A
Deinococci  osztaly képviseldje (Deinococcus grandis) csak a medence vizében, a
Sphingobacteriia osztalyba tartozo baktériumfaj (Sphingobacterium composti) pedig csak a
forrasvizben jelent meg.

A tapanyagszegény kornyezetet vizsgaldé korabbi kutatdsok szintén az
Alphaproteobacteria osztaly képvisel6it mutattak ki nagy szamban (Shauer és mtsai, 2003).
Mellettiik Betaproteobacteria, Actinobacteria, valamint a Flavobacterium, Bacillus és a
Staphylococcus nemzetségek képvisel6it szintén sikeresen izolaltak oligotrof kornyezetekbdl
R2A, nutrient, TSB (Tryptone Soya Broth), valamint Brain-Heart Infusion agar
alkalmazasaval (Chicote és mtsai, 2005). Megjegyzendd, hogy az utdbbiak joval magasabb
koncentracioban tartalmaznak tapanyagokat, mint ami az oligotrof kdzegekbdl torténd
tenyésztés soran sziikséges lenne.

A Villanyi-hegység labanal talalhatdé Harkany kénes hévizkutjdban molekularis
kloénozas segitségével obligat vagy fakultativ kén-, illetve szulfidoxidalé és
szulfat/tioszulfatredukaldo  Proteobacteria  (Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria ¢és
Deltaproteobacteria osztalyok), illetve anaerob kén- és szulfitoxidalé Aquificeae, Chlorobi és
Chloroflexi torzsekbe tartozd baktériumokat mutattak ki. A Gram pozitiv Firmicutes
baktériumtdrzs képviseldinek ardnya meglepden kicsi volt a Gram negativ baktériumokhoz
képest (Miseta, 2012). A Gellért-fiirdd forrasvizében szintén a Proteobacteria torzsek
dominaltak.

Borsodi és mtsai (2012) a Budai Termalkarszt-rendszerhez tartozé6 Molnar Janos- és a
Rudas-Torok forrasbarlangot vizsgaltak, amelynek forrasvize szulfatos-karbonatos és
mérsékelten meleg homérsékletti (27-30°C). Eredményeik szerint legnagyobb szdmban a
magasabb hdmérsékletli Molnar Janos barlangban a Firmicutes torzsbe tartozo termofil aerob
¢s anaerob baktériumokat taldltak. A Rudas-Torok barlangban pedig a Proteobacteria torzs
Deltaproteobacteria osztalyanak a kén- és szulfatredukalo képvisel6i fordultak el legnagyobb

szamban (Borsodi és mtsai, 2012).
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Amerika kozépnyugati teriiletén talalhatd korhazanak a 33°C-0s, terapias
medencéjében molekularis modszerekkel vizsgéltdk a jelenlevd baktériumkozosséget. A
Gammaproteobacteria és Bacterioides/Chlorobi taxonok, tovabba a Bacillus és a Clostridium
nemzetségek domindltak a februari mintavétel soran. Az augusztusi mintavétel soran pedig a
Sphingomonadaceae csalad és a Mycobacterium nemzetség képvisel6i jelentek meg nagy
szamban (Angenent és mtsai, 2005).

Mi munkank sordn a Gellért-fiirdd forrds és a medence vizébdl 17-17 baktérium
nemzetséget mutattunk Ki, bar nagyon eltéré Osszetételben (4. abra). A forrasviz
legjelentdsebb képviseldje egy olyan baktérium taxon volt, amely 16S rRNS gén szekvenciaja
alapjan a Hartmannibacter diazotrophicus-szal mutatta a legkdzelebbi rokonsagot (93,93%),
és csakis a forras vizébdl lehetett kimutatni. Torzseink hasonloséga legkozelebbi rokondhoz
viszont olyan csekély, hogy bizonyosan a tudoméanyra nézve 10j taxont sikeriilt tenyésztésbe
vonnunk. A medencében legnagyobb szamban a Tistrella és a Chelatococcus nemzetségekbe

tartozo torzsek voltak jelen (4. abra).

E Bacillus  Brachybacterium 1 Acinetobacter 4 Azospirillum

1 Brevibacillus # Brevundimonas * i Caenispirillum ® Chelatococcus

® Caldimonas # Corynebacterium i Deinococcus u Dietzia

E Ferrovibrio i Hartmannibacter * | Ferrovibrio | Fictibacillus

i Limnobacter L Methylobacterium L Kinneretia E Micrococcus

# Micrococcus i Nocardioides ® Mycoplana* 4 Nocardioides*

u Paracoccus E Pseudomonas i Pannonibacter E Phenylobacterium
® Sphingobacterium  ® Sphingopyxis H Pseudomonas ® Rhizobium

E Tistrella mTistrella

4. abra. a, A forrasbél kitenyésztett baktérium nemzetségek b, A medencébdl kitenyésztett baktérium
nemzetségek

*: a tudomany szamara eddig ismeretlen baktérium taxonok
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Mivel a medence vize a forrasbol szarmazik, ezért néhany nemzetség (Ferrovibrio,
Micrococcus, Pseudomonas, Tistrella) mindkét mintavételi helyen (forrds és medence)
megjelent, de a forras és a medence baktériumkozossége kozott kevés atfedést tudtunk
kimutatni (4. abra). Ez részben a medencében fellépd antropogén hatasnak kdszonhetd, illetve
az ott jelenlévd gyorsabban ndvekvd heterotrdéf baktériumok talndhették a forrasban
megtalalhato, lassabban ndvekvd baktériumokat.

A Deinococcus grandis, Dietzia cinnamea és Acinetobacter baumannii fajokat
korabban human mintakbol irtak le, és ezek a fajok a Gellért-fiird6 medencéjének vizében
voltak megtalalhatoak. A Deinococcus grandis fajt a Human Microbiome Project soran
emberi borfeliiletrél izolaltak (The NIH HMP working group, 2009). A Dieztia cinnamea fajt
egy csontveld transzplantacion atesett paciens végbélkornyéki borfeliiletérdl irtak le (Yassin
¢és mtsai, 2007). Az Acinetobacter baumannii pedig egy oppotunista patogén, amely
legyengiilt szervezetli emberekben tiidogyulladast, hugyuti fertézéseket, sebfertézéseket és
agyhartyagyulladast okozhat (Choi ¢és mitsai, 2008). Ezen baktériumok tehat nagy
valosziniiséggel a mi esetiinkben is emberi eredetiieck. Az egyik altalunk izolalt, tudomany
szamara eddig ismeretlen torzs (FDRGB2/b) a 16S rRNS gén szekvencija alapjan
Brevundimonas vesicularis-szal mutatta a legkdzelebbi rokonsagot (97,24%), amely
baktérium szintén fakultativ patogén, endocarditist (Yang és mtsai, 2006), peritonitist (Choi
¢s mtsai, 2006) és szeptikus arthrist (Sofer és mtsai, 2007) képes okozni.

A medence vizének egyik dominans baktériumfaja a Tistrella mobilis volt (4. abra),
amely fajt eddig a Kozép-Atlanti-hatsagbol (Cui és Shao, 2009) és szennyvizbdl (Shi, 2002)
szarmaz6 vizmintakbol irtak le. Ez a baktérium irodalmi adatok szerint egy didemnin nevii
antimikrobialis vegyiiletet termel. A didemnin a fehérje és DNS szintézist képes gatolni, ezért
jelenleg rakellenes hatasat is vizsgaljak (Xu és mtsai, 2012). Ezen baktérium ilyen dominans
megjelenése a medencében tenyésztett baktériumaink kozott tovabbi vizsgalatok targyat

képezheti.

IV. 5. Taptalajok dsszetételének hatasa a baktériumok tenyészthetoségére

A 10%-0os R2A és a minimal médiumrol (MM) egyarant eltéré és valtozatos
baktériumkozosséget sikeriilt izolalnunk. Mivel a taptalajok Osszetételiikben kiilonboztek,
ezért mindegyik taptalaj mas-mas tapanyagokat hasznositd baktériumkozosségek
novekedésének kedvezett.

A 10%-0s R2A és MM taptalajokon is az Alphaproteobacteria osztaly képviseldi
mutatkoztak dominansnak (6, illetve 11 nemzetség). Az Alpha-, Beta-, Gammaproteobacteria
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¢és Actinobacteria osztalyok képvisel6i mindét taptalajokon néttek. A Sphingobacteria osztaly
képviseldje csak minimal médiumon, a Bacilli és a Deinococci osztalyba tartozd nemzetségek
pedig csak 10%-os R2A taptalajon jelentek meg.

Legnagyobb szamban a Tistrella nemzetség tagjai és a Hartmannibacter
diazotrophicus-szal legkozelebbi rokonsagban allo (93,93%) faj képviseldi jelentek meg a
taptalajokon. Ezen taxonok csak minimal médiumon néttek (5. abra). Csak a Ferrovibrio, a
Micrococcus, a Nocardioides és a Pseudomonas nemzetségek képvisel6i jelentek meg
mindkét taptalajon (5. abra).

Ismert, hogy valamilyen médon minden taptalaj szelektiv. Ezért barmely kornyezet
esetén a minél teljesebb diverzitas feltarasdhoz célszerli minél tobbféle taptalajt

parhuzamosan alkalmazni a tenyésztéses vizsgalatok soran.

Taptalajok osszetételének hatasa
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I1zolalt baktérium nemzetségek
5. abra. A forras és medence vizében eléfordulé tenyésztett baktérium taxonok az alkalmazott taptalajok

fiiggvényében

*: a tudomany szamara eddig ismeretlen baktérium taxonok
IV. 6. Szilardité anyagok (agar-agar, gelrite) hatasa a tenyésztésre

Az Alpha-, Beta-, Gammaproteobacteria, Actinobacteria és Bacilli osztalyok
képviseldi mindét szilarditd anyaggal elkészitett taptalajokon néttek. A Deinococci és a
Sphingobacteria osztaly képviseldi csak az agar-agart tartalmazo taptalajokon jelentek meg.

Az agar-agar szilarditd anyagot tartalmazo taptalajokrol 20, a gelrite-tal késziiltekrol

pedig 16 baktérium nemzetséget mutattunk ki. Fontosnak tartom kiemelni, hogy mindkét
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taptalaj esetén jellemzd, hogy a két kiilonb6zd szilarditd anyag alkalmazéasakor kevés az
atfedés a tenyésztett baktérium taxonok kozott (6. abra). Csak a Brevibacillus, a
Chelatococcus, a Hartmannibacter, a Micrococcus, a Pseudomonas ¢s a Tistrella
nemzetségek ndttek mindkét szilardito anyaggal elkészitett taptalajokon (6. abra).

Mindkét taptalajon (10%-0s R2A és minimal médium) a Ferrovibrio, a Micrococcus,
a Nocardioides ¢és a Pseudomonas nemzetségek jelentek csak meg (5. abra), amelyek koziil a
Ferrovibrio nemzetség képviseldi csak az agar-agarral késziilt taptalajokon néttek, a
Pseudomonas, a Micrococcus és a Nocardioides genus tagjai pedig mindkét szilarditdo agenst
tartalmazo taptalajokon tenyészthetdek voltak (6. abra). Tehat nem tehetd pontos megallapitas
arra vonatkozoan, hogy a taptalajok Osszetételétol fiiggetlen-e a szilarditdo agensek hatasa a
baktériumok tenyésztésére. Ennek pontosabb meghatarozdsdra még tovabbi vizsgalatok
sziikkségesek. A legmagasabb csiraszamértékeket viszont a gelrite-tal elkészitett taptalajokon
kaptuk (1. tablazat).

Szilardito anyagok hatasa a baktériumok tenyésztésére
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Izolalt baktérium nemzetségek

6. abra. Az agar-agar és gelrite szilardito agenssel elkészitett taptalajokrél (10%-os R2A és minimal
médium) izolalt baktérium nemzetségek dsszehasonlitisa

*: a tudomany szamara eddig ismeretlen baktérium taxonok
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IV. 7. A Kkiilonbozo tenyésztési modszerek (kozvetlen szélesztés, dusitott
tenyészetek, valamint pur habos technika) alkalmazasa soran nyert izolatumok

16S rRNS alapu azonositasanak eredményei

Az Alphaproteobacteria osztaly képviseldit mindharom tenyésztési technika
segitségével domindnsnak mutattuk ki. A legatfogobb képet a flirdé baktériumkozosségérol a
kozvetlen szélesztés sordan kaptuk, mert ennek segitségével sikeriilt a legkiilonb6zdbb
baktérium osztalyokbol (Alpha-, Beta-, Gammaproteobacteria, Actinobacteria, Bacilli,
Deinococci) képviseldket izolalnunk.

Dusitaskor bizonyos szervezetek, melyeknek az adott koriilmények kedveznek,
tulszaporodhatjak a nehezebben alkalmazkodé tarsaikat, ugyanakkor ha meghosszabbitjuk a
tenyésztési 1d6t, akkor a lassabban novekvd mikrobaknak is esélyt adunk, hogy
megjelenjenek a taptalajokon, ezért lehetett, hogy dusitast kovetéen az Alphaproteobacteria
osztaly lassabban névekedd képviseldivel is taldlkoztunk tenyésztés soran.

A poliuretan blokkok alkalmazasa soran IS az Alphaproteobacteria osztaly, kis
mennyiségben pedig a Betaproteobacteria és a Sphingobacteriia osztaly képvisel6it mutattuk
ki. Yasumoto-Hirose és munkatarsai (2005) 6t féle, agar-agar szilarditd anyaggal elkészitett
taptalajokkal bevont poliuretan kockak segitségével izolaltak tengervizbdl nagy szdmban

Alpha-, Gammaproteobacteria és Firmicutes taxonokba tartoz6 baktériumokat.

Az alkalmazott tenyésztési technikak osszehasonlitasa
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Kiilonb6zo6 tenyésztési technikikkal izolalt baktérium nemzetségek

7. abra. A Kkiilonbo6zo tenyésztési technikak segitségével kitenyésztett baktérium nemzetségek

*: a tudomany szamara eddig ismeretlen baktérium taxonok
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A dutsitas és a pur habos technika alkalmazdsa sordn az Alphaproteobacteria
osztalynak tobb nemzetségét (11, illetve 7 nemzetséget) mutattuk ki a fiird6b6l, mint a
kozvetlen szélesztés soran (2 nemzetséget). A nagy szamban jelenlévé Hartmannibacter
diazotrophicus-szal legkdzelebbi rokonsagban alloé 1 fajt csak a dusitas és a pur habos
technika alkalmazasa soran mutattuk ki. A Brevundimonas vesicularis-szal legkozelebbi
rokonsagban allo fajt csak a dusitas segitségével izolaltuk (7. abra). A dusitas és a pur hab
technika alkalmazasa tehat a ritkabban kitenyésztett, illetve az eddig nem tenyészthetd fajok
megjelenésének kedvezett, ¢s mivel ezek lassan novekvd baktériumok, az inkubaciés ido
megnovelése is hozzajarulhatott izolalasukhoz.

Csak kozvetlen szélesztéssel is sikeriilt (j baktérium taxont kimutatni: a Mycoplana
dimorpha-val és a Nocardioides daphniae-vel legkozelebbi rokonsagban allo fajokat, ezért
egy atfogobb kép megismerése érdekében a tenyésztéses eljarasoknal kozvetlen szélesztési
technikat is fontos alkalmaznunk (7. &bra).

Kevés atfedés volt azonban a harom tenyésztési technikdval kimutatott
baktériumkozosségek kozott, ezért az oligotrof kozegek mikrobakozosségének minél
teljesebb korti feltérképezéséhez sziikséges egyidejiileg tobbféle tenyésztési technikat

alkalmaznunk.

IV. 8. Kovetkeztetések

Az altalunk vizsgalt Gellért-fiirdd medencéjének vizében legnagyobb szamban a
Tistrella és a Chelatococcus nemzetségekbe tartozo baktériumok voltak jelen. A baktériumok
csiraszdma a medencevizben a ,,fiird6z6 hatas” miatt egy nagysagrenddel nagyobb volt, mint
a forrasvizben. A forrasviz legjelentésebb képviseléje egy olyan 0j taxon volt, ami a
Hartmannibacter diazotrophicus-szal allt legkdzelebbi rokonsagban (93,81%) a 16S rRNS
gén szekvencidja alapjan. Az altalunk alkalmazott 10%-0os R2A és a minimdl médiumroél
(MM) egyarant eltéré és valtozatos baktériumkozosséget sikeriilt izolalnunk, de mivel a
taptalajok Osszetételiikben kiilonboztek, ezért mindegyik taptalaj mas-mas tapanyagokat
hasznosité baktériumkozosségek novekedésének kedvezett. A két kiilonbozd szilardité anyag
(agar-agar és gelrite) alkalmazasakor szintén kevés atfedés volt a tenyésztett baktérium
taxonok kozott, a legmagasabb csiraszamértékeket a gelrite-tal elkészitett taptalajokon kaptuk.
Az agar-agarral készitett 10%-0s R2A taptalajon kaptuk a legkisebb értékeket, ami azért is
lényeges megallapitds, mivel a legtobb kutatds sordn ezt a téptalajt alkalmazzdk

hagyomanyosan oligotrof kérnyezetekben fellelhetd baktériumkozosségek feltérképezésére.
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Az alacsony szerves anyag tartalmu specialis taptalajok, tenyésztési technikdk és a
megnovelt inkubacios id6 alkalmazasa az oligotrof kozegekben talalhato, lassabban novekvo,
ritkabb fajok és a tudomany szamara 0j baktérium taxonok megjelenésének is kedveztek. Uj
baktérium taxonok kitenyésztésére legalkalmasabb a minimal médium taptalaj (tapanyagokat
csekély mennyiségben tartalmazott) alkalmazasanak kombinalasa volt a specialis tenyésztési
technikakkal és a megndvelt inkubacios idével. Mindenképpen sziikséges az 1) taptalajok és
tenyésztési technikak kiterjesztése, viszont a sikeres tenyésztéshez a baktériumok természetes
kornyezeti tényezdit célszeri minél inkabb megkozeliteni, barmely kdrnyezeti mintabol is

igyeksziink minél nagyobb sokféleségben tenyésztésbe vonni a mikroorganizmusokat.

20



V. OSSZEFOGLALAS

A termalfiirdok vizében a természetes és az antropogén eredetli dkoldgiai faktorok
sokféleségei kombinalddnak, mindez tiikr6z6dik mikrobioldgiai allapotukban is.
Magyarorszagon a termalfiirdéket ellatd forrasok mikrobakdzosségeinek feltdrasara eddig
kevés, a medenceék vizének teljes baktériumkozosségének vizsgalatara pedig eddig nem
indultak kutatasok. Munkank soran a Gellért-fiirdé termalforrasa és medencéje vizének
mikrobiologiai allapotat térképeztiik fel hagyoményos €s specidlis tenyésztéses modszerekkel.
A Dbaktériumok izolalasahoz 10%-0s R2A valamint szerves anyagokat alacsony
koncentracioban tartalmazé (minimal médium) taptalajokat (forrasviz hozzdadasaval)
alkalmaztunk agar-agar és gelrite szilarditd6 anyagokkal. Az izolalt baktériumtorzseket
ARDRA csoportositas utdn 16S rRNS génjiik szekvencidja alapjan azonositottuk.

A baktériumok csiraszdma a medencében a ,,flird6z6-hatas” miatt egy nagysagrenddel
nagyobb volt a forrasvizben észleltnél, és a legnagyobb csiraszam értékeket a gelrite-tal
elkészitett taptalajokon (10%-0s R2A, minimal médium) kaptuk. A forras és medence vizében
eltéré Osszetételli mikrobak6zosség megjelenését tapasztaltuk, bar mindegyik taptalajon és
mintavételi helyen az oligotrof kozegekben dominans Alphaproteobacteria képvisel6it
mutattuk ki nagy szamban. A medence vizében a legnagyobb szamban a Tistrella és a
Chelatococcus nemzetségekbe tartozo baktériumok voltak jelen. A forrasviz legjelentGsebb
képviseldje egy olyan 10j taxon volt, ami a Hartmannibacter diazotrophicus-szal allt
legkozelebbi rokonsagban (93,93%).

Sikeriilt a tudomany szamara 10j taxonokat izolalni, amelyek 16S rRNS génjiik alapjan
a Nocardioides daphniae, Mycoplana dimorpha, Hartmannibacter diazotrophicus, és
Brevundimonas vesicularis fajokkal allnak legkézelebbi rokonsagban. Uj baktérium taxonok
kitenyésztésére legalkalmasabb a minimal médium taptalaj alkalmazasanak kombinalasa volt
a specialis tenyésztési technikakkal és a megndvelt inkubacios idével. Fontos megjegyezni,
hogy egy kozeg baktériumkozosségének tenyésztéses feltarasa soran sziikséges minél tobbféle
taptalajt €s tenyésztési eljarast alkalmaznunk, és a sikeres tenyésztéshez a baktériumok

természetes kornyezeti tényezoit célszeri minél inkdbb megkdzeliteni.
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V1. SUMMARY

Thermal baths are water environments combining a wide variety of natural and
anthropogenic ecological factors, which appears also in their microbiological characteristics.
So far in Hungary there have been only a few researches that studied the whole bacterial
diversity of the well, none of them studied the whole bacterial diversity of the pool water of
thermal baths yet. In the present study the microbial community of the well and pool water in
Gellért bath was studied with conventional and special cultivation methods in detail. 10%
R2A and minimal synthetic media (with ,,bath water”) with agar-agar and gelrite were used to
isolate bacteria. Strains were indentified by sequencing their 16S rRNA gene after grouping
them by ARDRA.

Because of the anthropogenic effect, the quantity of cultivable bacteria was at least 10
fold higher in the pool as compared to the well. The largest quantity of cultivable bacteria was
on the 10% R2A and minimal synthetic media with gelrite. There were different microbial
community in the well and in the pool water, but on each applied media and from each sample
the dominance of Alphaproteobacteria was characteristic. The largest groups in the pool water
belonged to the Tistrella and Chelatococcus genera. The dominant member in the well water
belonged to a new taxon, its similarity to Hartmannibacter diazotrophicus as closest relative
was 93,93%.

From each sample novel species could be isolated: Nocardioides daphniae,
Mycoplana dimorpha, Hartmannibacter diazotrophicus, and Brevundimonas vesicularis
based on their 16S rDNA sequence. In order to cultivate novel taxa the best method was the
combined use of minimal synthetic media, special cultivating techniques and increased
incubation time. It is important to note that in case of studying a bacterial diversity with
cultivation-dependent methods it is necessary to use a wide range of cultivation media and

techniques, and to mimic the natural enviroment of bacteria.
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