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1. Bevezetés

A XXI. szdzadban egyre inkabb meghataroz6 gazdasagi érték az elegendd mennyiségii, €s
j6 mindségli ivoviz. A vizbazisok védelme ezért korunk egyik legfontosabb kornyezetvédelmi
feladata. Magyarorszag jelenleg nagy mennyiségii, és j6 mindségli felszin alatti vizkészlettel
rendelkezik. A vizzard koézet alatt felhalmozodott viztestek nem vesznek részt a kozmivi
korforgasban, készletiikbdl csak kivétel torténik, a potlodas geoldgiai értelemben is lassu
folyamat, az emberi tevékenységek altal kevésbé befolyasolt. A karsztos ivovizbazis azonban
megujuld, épp ezért fokozottan sériilékeny, az antropogén hatdsoknak erdsen kitett. Ezek a
hatasok mérhetdek, azaz tettenérhetok és nyomon kovetheték (NGuyer, V. T. M. - GOLDSCHEIDER,
N. 20006).

Evtizedek ota végeznek vizmindségi vizsgalatokat a Budai Termalkarszton. Egyetmiinkon
is szamos tanulmany késziilt mar a viztestek, és csepegd vizek fizikai és kémiai jellemzdirdl. A
bakterioldgiai vizsgalatok e régidobdl azonban igen régiek, €s jellemzden nem jol dokumentaltak.
Noha a Baradla-barlang és a Cserszegtomalyi-kutbarlang részletes €és alapos felmérését végzo
ANTEUS csoport itt is végzett alkalmi vizsgalatokat (ezek jelentds része inkabb a levegdbdl vett
mintdkra ¢épiilt), az eldbbi helyszinekkel ellentétben atfogd bakteriologiai vizsgalatrél nem
talaltam jelentést. Munkdm soran a hazai felszini mesterséges- illetve természetes viztestekre
alkalmazott vizsgalati modszerek, és a nemzetkdzi szakirodalom alapjan megkiséreltem
felallitani egy mikrobioldgiai monitorozasra haszndlhaté vizsgéalati rendszert a roézsadombi
mintateriileten. Célom volt a természetes mikrodkoszisztéma Osszetételének vizsgalata mellett az
esetleges antropogén szennyezések eredetének bakteriologiai igazoléasa.

A téma kidolgozéasahoz mikrobioldgiai és molekularis biologiai laborra volt sziikségem. A
molekularis hatteret munkambol kifolydlag magam biztositottam dr. Hegediis Tamas (SE EOK
Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet, Membranbiologiai Kutatdcsoport) és dr. Varadi Andras
(MTA SzBK Enzimologiai Intézet, Aktiv Transzport Fehérjék Kutatocsoport) laborjaiban.
Mindkettdjiiknek koészonom a lehetdséget. A  mikrobioldgiai hattér megszervezésében
témavezetdm, dr. Bognar Csaba (MH Kozegészségiigyi és Katonaorvosi Kutato Intézet) segitett.

A vizmintdkbol a kozvetlen DNS extrakciét Pereszlényi Csaba (MH Kozegészségligyi és



Katonaorvosi Kutatd Intézet) végezte. A kozosségi vizsgalatok (DGGE) soran dr. Borsodi Andrea
¢s Krett Gergely volt segitségemre (ELTE TTK Mikrobiologiai Tanszék). A munka jelentds
részét dr. Vargha Marta (OKI Vizhigiénés Fdosztaly, Vizmikrobiologiai Osztaly) laborjaban
végeztem. Szakmai segitségén tul kiillondsen halas vagyok bizalmaért és tiirelméért. Koszondm
tovabba Banfi Renata, Barna Zs6fia, Demeter Gyorgyi, Kern Anita, Majsai Endréné Zsuzsanna
Lénart Gyorgyné Mariann, Pomozi Viola, Szax Anita és dr. Tordai Hedvig szakmai (és barati)
tandcsait. A mintavételezés soran Fehér Katalin ¢és Kalinovits Sandor volt segitségemre. Kiilon
koszondm Storozynski Szabolcs elengedhetetlen ¢és kreativ segitségét, aki a viz alatti
mintavételezést végezte. A fotdk egy részét Magyar Péter készitette. A hattéranyag
Osszegyljtésében Egri Csaba (Vidékfejlesztési Minisztérium, Barlangtani és Foldtani Osztaly),
Mari Laszlo (ELTE TTK Természetfoldrajzi Tanszék), tovabba Virdg Magdolna nyujtottak

segitseget.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A Budai Termalkarszt

2.1.1. Foldrajzi attekintés

A Budai-hegység alacsony kozéphegység, a Dunazug-hegyvidék tagja. Erdsen
feldarabolddott, a sasbérceket medencék és arkos siillyedékek tagoljak. F6 tomegét harmad- és
negyediddszaki karbondtos formaciok alkotjak. (Scaweirzer F. 2003)

A volgyek barna erddtalajat az antropogén hatas sok helytitt humuszkarbonattd alakitotta.
A gerinceken, sziklas oldalakon rendzina, és sziklas vaztalaj taldlhato. A teriilet Budapest
kozigazgatasi hataran beliil helyezkedik el, ebbdl adodoan jelentds része beépitett. Jellemzden
kultirtdj arculatu, bar a XX. szdzad sz6lldsei és gyiimdlcsOsei napjainkra eltlintek, sét a
kertvarosi jelleg is kikopoban van. Az egykori kéfejtokben mészkovet banyasztak, de napjainkra
teljesen felhagytak a miiveléssel. A beépitetlen részek természetvédelmi oltalom alatt allnak.
Telepitett parkerddk, karsztbokorerddk, sziklas gyepek boritjak. Kifejlett felszini karsztformai
nincsenek. (Feufr K. 2009)

A Harmashatar-hegy DK-i elvégzddésének karbondtos Osszeletét nevezziik rozsadombi
karsztnak. Tagjai a Vaskapu-hegy, Latd-hegy, Remete-hegy, Matyas-hegy, Ferenc-hegy, Jozsef-
hegy és Rokus-hegy. Természetes hatérai az Ordégéarok-volgye, a Duna, illetve a Remete-hegy és
Lato-hegy E-i nyergei. Allando felszini vizfolyasa nincs. (BoLner K. 1993)

Wein Gyula 1974-ben késziilt foldtani térképegyiittesérdl leolvashatd, hogy a rézsadombi
barlangok befoglalokdzete az eocén alatti rétegben a Sziirke Dolomit, a Fehér, laza, szemcsés
Dolomit, és a Tlizkdves Dolomit. Erre telepiilt a Budai Méarga és a Bryozoas Marga. Ezt Kiscelli
Agyag, helyenként 10sz, illetve folyami hordalék fedi.

A barlangképzdédés jellemzdéen hidrotermalis eredetli, de paleokarsztos maradvanyok a
felszinen ¢€s a barlangokban is megfigyelhetok: a jelenlegi jaratok falan helyenként kirajzolddnak
az egykori iiregek lencse alaku kitoltései. Az elmult 200 milli6 éves foldtorténeti idoben a
kitoltések kora alapjan 5 karsztosodasi fazist lehet elkiiloniteni, még a jelenkori barlangokat
kialakité hidrotermalis szakasz el6tt. Ezek a szarazulati idészakokhoz kothetdk. E folyamatok

soran a kdzet porozitdsa jelentdsen megndtt. A hidrotermalis szakaszban a feddként telepiilt



Kiscelli Agyag tobb szdz m vastag boritdsa a mélybe zarta a karbonatos kdzetet, s ez kedvezett a
hévizes folyamatok zart konvekcids aramlasainak. A mélyben munkalkod6 forrd viz vulkani
miikddéshez kothetd eredetét az egykort kivalasok (teléres asvanyegyiittesek) tamasztjak ala. A
tovabbi hidrotermalis folyamatok tobb 1épcsében oldottdk ki a jaratokat. A Budai-hegység
szakaszos kiemelkedésével az egyes barlangok eltér6 magassdgokba keriiltek. A tertilet
eroziobazisa a Duna, igy a foly6 fokozatos bevagddasaval maga az erdziobazis is siillyedt. Ez
vezetett az emeletes barlangok kialakulasdhoz. A jelenlegi barlangjaratok mind a hideg vizes,
mind a hidrotermalis forméakat mutatjak. Kialakuldsukban jelentds szerepet jatszott a keveredési
korr6zid, a kovas zondk kipergéses felharapodzésa, és az omlasok. A kofiilkék a hidrotermalis
tevékenységek felszini nyomai. (NApor A. - Kraus S. 1993)

A Karsztviz fo aramlasi iranya K-Ny-i, E-on a Vorosvari-volgy felé, D-en pedig a
természetes megcsapolddasai felé, a Rézsadomb K-i 1dbanal, a Duna, mint er6ziobazis szintjében
(104 m tszf.) fakadd forrasok felé irdnyul. Az egyes forrdscsoportok paramétereiben mért
valtozasok antropogén eredetiick, és a vizkivétellel hozhatok kapcsolatba, a természetes
miikddési mechanizmus nem valtozott (TakAcs J. 2010). A beszivargas a margaval valo fedettség,
¢és a beépitettség miatt alacsony: dsszességében 800 m3/napra becsiilhetd (Maucha L. 1993). A
korabbi bakteriologiai vizsgalat szerint, a vizsgalt helyek 20%-aban a vizek erdsen szennyezettek
voltak, 20 °Con tenyésztve 800-as coliform szam, illetve 72 000-es baktériumszam is eléfordult
(Maucna L. 1993). Az eredményekre csak utalast talaltam, részletes kifejtés nincs a
szakirodalomban. Sejthetden e kiugréan magas adatok a Molnar Janos-barlangra vonatkoznak.
Szeretném megemliteni, hogy az utobbi igen csapadékos évben a beszivargas jelentdsen megnott.
Az észleld helyeken a csepegés intenzitdsa joval magasabb volt, 0j csepegések jelentek meg,

0sszeségében a barlangok ,,vizesebbek” voltak.

2.1.2. A vizhasznalat torténeti attekintése

A Budai Termadlkarszt barlangjai zommel a XX. szdzadban valtak ismertté. Feltarasuk a
kozelmultban kapott hatalmas lendiiletet. A R6zsdomb labanal fakado hévizes forrasokat azonban
mar a romaiak is hasznaltdk. A Lukdécs-fiirdé épitésekor 1895-ben Molnar Janos olyan

cserépcsovekre bukkant, melyek wvaldszintleg a rémaiak idejébdl valok. Az elsé utald



megjegyzés egy Claudius idejabdl szdrmaz¢ felirat, mely a jozsef-hegyi illetve gellért-hegyi
hévizeket, mint ,, aqua calidae superiores et inferiores”, azaz also illetve fels6 melegvizeket
emliti. A kozépkori vizhasznalat bizonyitéka a Felhéviz (e nevet Anonymus emliti elséként)
telepiilésnév, melyet a XII. szazadban a szomszédos Géza Vasarhely is felvesz. Felhéviz
templomat egy 1187-es veronai oklavél igy emliti: ,,Ecclesia sancte Trinitata de aqua calida”,
azaz a Szentharomsag temploma a meleg forrasoknal. A forrdsokra épitett malmok emlitése a
XIII. sz-1 malomperek irataival kezdddott. E malmok mar valoszintileg a kdgatak épitésével nyert
Malom-t6bol a Duna irdnyaba elfolyd meleg vizeket hasznaltak fel. Magat a tavat csak a XVI.
szazad elején emlitik eldszor, de valoszinli, hogy a malmokkal egyiitt létesitették, mert a
forrasokkal valo hidrosztatikai kapcsoltsaganak koszonhetd szabalyzo ereje segitségével a
nagyobb vizhozam, ¢és a nagyobb szintkiilonbség tobb malom egyidejli mukodtetését teszi
lehetévé. A flirdoket, pontosabban a flirdémestereket a XIV. szdzadi malomperekben emlitik
eloszor. Kirdlyi és ispotalyi fiirdok egyarant létesiiltek a Duna partjan. Ezek a flirddk a mai
Csaszar- és Lukacs-fiirdo teriiletén lehettek. Egy adomanyozasi okirat is szarmazik ez idébdl: a
szigeti apacak 1355-ben kaptak meg a Buda varosa flird6jét a kiralytol. A térok idokben a flirdok
viragkorukat élték. A gyogyitd tevékenység is folytatddott, a dervisek altal fenntartott fiirdok
mintegy ,,korhazként” miikodtek. A kor leghiresebb és legnagyobb flirdéje Veli bég fiirddje volt.
Az ¢épiilet a XVII. sz-ban tlizvész aldozata lett. A torok befolyds elmultaval a flirdokultira
hanyatlani kezdett, az ¢épiiletek elromosodtak, fenntartasuk, helyrehozataluk nem tiint
gazdasagosnak. Az 0jboli felviragzas a XIX. szdzadig varatott magara. Ekkor létesiil a Csaszar-
fiird6,mely az allamositasig az Irgalmas Rend tulajdona volt. A kezeld szerepét ekkor a FOvarosi

FiirdGigazgatdsag vette at. (Karmovits S. 1978)

2.2. A Molnar Janos-barlang

A budai barlangok koziil recens vizkitoltést csak a Molnar Janos-barlangban taldlunk, e

nagy tomegili viztest miatt valasztottam ezt a barlangot a mikrodkologiai vizsgalatok helyszinéiil.



2.2.1. Feltaré kutatasok

Az Orvosi Hetilap 1858. évi 33. szamaban megemlitik egy, a Malom-téhoz kapcsolodd
barlang létezését. E cikk nyoman a Molnar Janos orvos és vegyész az egyik hasadék felszakadt
mennyezetén, a forras mogotti sziklafalon elhelyezkedd résen at bejutott a forrasbarlanga, és az
1860-as években felmérte az elérhetd szaraz részeket (Korpos L. 1984). A barlangnak ezen kiviil
van mégegy ember altal jarhato, és egy elméletileg kimutatott bejarata is. A barlang elso
publikalt felmérését Papp Ferenc és Tarics Sandor készitette, €s 1942-ben jelent meg. A viz alatti
részek feltarasat elsé izben Kessler Hubert, Radai Odon és Chambre Attila kisérelte meg 1953-
ban, expedicidjuk azonban nem jart sikerrel. Az elsé bejutas 1960-ban az MHSZ BEKSZ buvarai
a Malom-tobol indulva elérték a szaraz részeket. 1972-t61 kezdve a Fiirddigazgatdsag
kivanalmara (melyet Kessler Hubert kezdeményezett) az FTSK DELFIN szakosztidlya a
vizmindség javitdsa érdekében folytathatta a feltdrasokat. (Karmovits S. 2003) Kutatéasi
Jelentéseikben nyomon kovethetd a feltarasok tovabbi menete. A Lukacs- és a Csaszar-fiirdd
vizét a forrasszajbol csovezetéken at emelték ki, ami konnyen szennyezddhetett, s mig a forrasnal
kibukkano viz 22 °C-os, a buvarok a bentebbi részekenen 26 °C-os vizhOmérséklettel is
talalkoztak. A kiillonb6z6 (nem tértek ki, pontosan honnan vett) mintdk E. coli szdma bizonyitja
tovabba, hogy a barlang jarataiban a nem tul messzir6l szdrmazo, hideg, szennyezett karsztviz és
a fold alatt hosszabb utat megtett, tehat E. coli mentes héviz keveredése torténik. Az Orszagos
Fiirddigazgatdsag ezért 1972-ben elhatarozta egy 180 m hosszu tard hajtasat a hegység belsejébe
vizfoglalas céljabol. Céljuk a beljebb talalhatd, még nem keveredett hévizet kdzvetleniil elérni, és
egyuttal a hegyoldalba épiilt SZOT-gydgyszalld vendégeit a tard végébol épitendd lifttel
kozvetleniil lejuttatni a fiirddbe. A kivitelez6 a Bényaszati Aknamélyitd Vallalat volt. Az
épitkezést a 80-as években is folytattak, de a liftakna végiil nem késziilt el. A taré a Frankel Leo
17. szam alatti Torokfiirdé épiilete mogott kozvetlentil nyilik, és Nyi irdnyba tart, és vakon
végzodik. Kozetanyaga Bryozods Marga. Tobb hasadékot is keresztez, melyek kitoltése borsokd,
¢s termalis gipsz volt. A 70-es években a duna-parti részen is mélyitettek furasokat, ahonnan
40°C-os vizet nyertek. (Kraus S. 1978) 2002 ismét atiité év volt a feltardsok tekintetében.
Legnagyobb, részben levegdvel kitoltott (a magas szén-dioxid tartalma miatt Szén-dioxidos-

teremnek nevezett) termére hosszas hosszas ¢€s kitarté munkaval 2008-ban sikeriilt a tarébol



rabontani, igy ez az egyediilalld szépségli terem buvarfelszerelés nélkiil is megkozelithetd. A

barlang 1982 6ta fokozottan védett.

2.2.2. Hidrolégiai viszonyok

A Ferecvarosi Természetjard és Sport Klub DELFIN Konnytibavar Szakosztalya altal az
1970-es és 80-as években benyujtott Kutatdsi Jelentésekbdl kirajzolédnak a barlang sajatos
aramlasi viszonyai. A barlang ez id6 tajt még igen kis részben volt ismert, de a geotermikus

mérések alapjan sejtheté kézetrések féleg Eny-Dk-i, aldrendeltebben Ek-Dnyi iranytak (1. 4bra).

1. abra A Molnar Janos-barlang alaprajza (Forrds: Orszagos Barlangnyilvantartas)

A késobb feltart jaratokrol térkép zommel még nem késziilt, csak poligonos abrazolas.



A forrasok részben az eocén Bryozods Margabdl, részben az erre telepiilt fiatal dunai
teraszkavicsbol fakadnak. E forrasok foként a hideg karsztvizbdl taplalkoznak. A 25-26 °C-os
meleg viz a barlangi jaratokban csak a fels6 2-3 m-es vizrétegben dramlik. A fobb vizjaratokban
mangan-oxidtol feketék a falak, ami valdszintileg a régi vizdramlas {6 iranyait muttaja. E bevonat
a barlang maximalis vizszintje alatt talalhato, kivalasait a manganbaktériumok okozzak
jellemzden a kihtilében 1év6 barlangi vizekben. (PLozer 1. 1973)

A malom t6 vizét a barlangrendszer fel6l jovo két forras taplalja: a Boltiv-forras (2. dbra)
mely a to hegy feldli oldaldn taldlhatd boltiv alatt fakad, illetve az Alagut-forras, mely egyben a

barlang vizalatti bejarata. Utobbi némiképp melegebb. A hideg és melegebb vizek aramlédsa a

Malom-tavi Molndr Jédnos-barlang bejérata a malom-dg felett.

/Fotés Séphen L./



jaratokban is jol elkiilonithetd egymastol. A barlang mélyebb részein dramlo viz (kb -16 m-tdl)
hémérséklete 20 °C. Ez a hidegfolyam az Orids-terem also részébe K-DK-i iranybol érkezik,
majd az Orvény-folyoson, Istvan-termen és a mélytiton keresztiil a Boltiv-forras felé mozog. A
felsd jaratokon (-6 m-ig) 22-24 °C-os viz dramlik Fekete-faltol az alagut forras iranyaba. Az als6
jaratok vizhOmérséklete allando, a felséké periodikus ingadozast mutat. Ez az ingadozés
kimutathat6an korreldl a Torok-forras vizkivételi intenzitasaval. (KaLmovirs S. 1978)

A forrasok, ¢és a barlang vizének feltaras Ota tapasztalhaté hiilése is a fokozott

vizkivétellel magyarazhat6 (1. tablazat).

Molnér Janos (1865) | Papp Ferenc (1935-36) DELFIN (1978)
Boltiv-forras 26,2 °C 23,5-25,4°C 20,5 °C
Alagut-forras 32,7 °C 31,0 °C 21,9-22,4 °C

1. tdblazat A forrasok homérsékletének iddbeni valtozasa (Forras: Kalinovits Sandor)

2.2.3. Természettudomanyos kutatasok

Keveredési korrozios vizsgalatok
A 70-es években a keveredési korr6zid recens folyamatanak vizsgélatira a barlang
kiilonbozd fizikai €s kémiai paraméterértékekkel jellemezhetd pontjaira mészkd darabokat

helyeztek ki, és silyméréssel kovették nyomon az oldddas iitemét (PLozer 1. 1973).

Mikrobiologiai mintavetelezés

A Molnar Janos-barlang termalvizét €vszazadok ota a raépiild fiirdok hasznositjak, a
kivett viz mindségét ezért kozegészségiigyi ellendrzés keretében idordl idére megvizsgaljak. Az
FTSK DELFIN Konnytibuvar Szakosztaly 1980-81-ben végezett az akkori felhasznalé Févarosi
Fiirddigazgatdsag részére bakteriologia illetve vizkémiai célzati mintavételezés tortént. Az 1970-
es években felallitott 8 mintavételezési ponton vizhdmérséklet méréseket is végeznek. A 82-es

Kutatési Jelentésiikben annyit emlitenek, hogy az eredmények tjat nem hoztak.



Planktonikus felmérés

A Domina Eszter altal 2005-2006-ban végzett kutatomunka eredményét az SZKBE altal
készitett, a 2006. évi Cholnoky Jend Karszt-és Barlangkutatdsi Palyazat keretében benytjtott
jelentés tartalmazza. A vizsgédlat sordn planktonhdloval és csapdaval feltérképezték a
makroszkopikus paranyok birodalmat. Az azonositott fajok Diaptomus, Bosmina, Daphnia,

Garmasida, Chydorus, Eucypris és Oribatida csoportok képvisel6i voltak.

Vizkémia

Bermann Csaba 2010-ben (A rézsadombi Molnar Janos-barlang forras és beszivargod
vizeinek vizsgalata cimmel) benytjtott diplomamunkdja keretében vizben oldott ionok, és
sorozat keretében a 7 mintavételi ponton havi rendszerességgel vett mintdk kémiai Osszetételét
vizsgalta titrimetrids és UV-VIS abszorpcids spektrofotometria ill. ldngfotometria segitségével.
Emellett stabil-oxigén- és hidrogénizotop méréseket is végzett. Eredményei alapjan a csepegd
vizek (3 mintavételi pont) profilja eltérd, mely szerinte a lejtéviszonyok, a kdzet, és a
felszinboritottsdg valtozatossdgaval magyardzhatd. A Cseppkd-fal csapadék eredete igazolt a
stabilizotop vizsgalatok eredményeivel, mig a masik két csepegéshez kisebb aranyban keveredik
a csapadékviz: az izotop értékeik a kozmiihalozatiakkal egyeznek, ezért valdszintileg ivo- vagy
szennyviz eredetlieck. A magas (14-94 mg/l) nitratkoncentraci6 miatt inkabb az utobbit
valosziniisiti. A mas budai csepegd vizekhez képest magas szulfattartalom is utalhat szennyviz
beszivarhdsra, de a kémiai karaktert maghatdrozo szulfat-tartalom a termalvizek gyakori

jellemzdje, inkabb szarmazik a budai marga piritjébdol.

Radon
Az ELTE TTK Atomfizikai Tanszék bevonasaval az Alkalmazott és Kornyezetfoldtani Tanszék
mar korabban is végzett méréseket a forrasok vizében (PaLotar M. 2004), s a barlangban jelenleg

is folyik radonvizsgalat.



2.3. A Szemlé-hegyi-barlang

A terdpias hasznositds mellett a fellelhetd vizkémiai elemzések bdséges szakirodalma
miatt valasztottam a Szemld-hegyi barlangot a csepegd vizek antropogén szennyezésének

kimutatasahoz.

2.3.1. Természettudomanyos kutatasok
Mikrobiologia

Mikrobiologiai vizsgalatrol a legkorabbi fellehetd jelentés az ANTEUS Mikrobiologiai
Barlangkutatdo Csoport 1993-as jelentése, melyben vazoljak a mintavételezés koriilményeit, de
az eredményeket még nem kozlik. A csoport az ANTSZ Fovérosi Intézete Vizmikrobioldgiai
laboratoriumaval kozosen 1 éves vizsgalati sorozatot inditott, melynek keretében 4 mintavételi
ponton (Purgatérium, Omladék-terem, Létra, Orias-folyosd) helyeztek el kiilonféle altalanos,
dusito, és differenciald taptalajokat (véres, csokoladé, bizmutszulfit, brillantzold, dezoxikolat-
citrat, eosin-metilénkék, endo, Slanec, CYE, és gombakra Saboraud ill. bengalr6zsa). Az
agarokat levegdiitkoztetéses, illetve szedimentacids mintavételezéssel exponaltak 10 perces,
illetve 2 6ras iddintervallumban. Egyidejiileg a terapian részt vevo betegek klinikai bakteriologiai
vizsgalatat is elvégezték. Ezen tulmenden két ponton zselatin membrannal levegdsziiréses

mintavételezés is tortént.

Vizkémia

A legatfogobb munka Fehér Katalin 2009-ben készitett diplomamunkdja, mely komplex
megkozelitésben szamol be a Budai Karsztra haté fokozddé antropogén hatasokrol.
Dolgozataban hosszi id6n at végzett vizkémiai vizsgalatait mutatja be. Az értékelés soran az
egyes ionok koncentracidi alapjan elkiilonit és jellemez 4 csoportot. Ezek szerinte eltérd
antropogén hatas alatt allnak. Leirja tovabba a felszinboritottsdg iddbeni valtozasait, és elemzi a

beépitettség nagy ardnyu novekedésének hatasait.

Virdg Magdolna (ELTE Altalanos és Alkalmazott Féldtani Tanszék) 2005-t61 2,5 éven



keresztiil 9 mintavételi helyen heti rendszerességgel gylijtott csepegdviz adatokat. Vizsgalta a
csapadékeseményekkel valo Osszefiiggést is. 2010 marciusaban 4 helyrdl bakteriologiai vizsgalat
hoz is vettek mintat. Az ionkoncentraciok alapjan meghataroztak egy olyan tipust (4), ahol a
nitrat folyamatosan magas koncentracidja figyelhetd meg, mely nagyon tag tartomanyban
ingadozik, mely szerintiik csatornabol, szikkasztobol torténd szivargasra utal. A kdzmiivi eredetet
a havonta végzett stabil oxigén-izotop értékek alatdimasztjak. A foldtani felépitést is figyelembe
véve azt tapasztaltdk, h az antropogén hatasok érvényesiilését nagy mértékben meghatirozza a
tormeléktakard hidraulikai viselkedése. A beépitettség természetesen nem elhanyagolhato

tényezo (3. abra).
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A barlangok folott kirajzoldédnak a mar részleges beépitettség utan meghatarozott

véddzondk. A képen csak a leglatogatottabb barlangok szerepelnek.



3. Anyagok és modszerek

Munkdm sordn szerettem volna képet kapni a karsztviz, mint él6hely mikrobiologiai
diverzitasarol. Ehhez olyan mddszereket kerestem, amelyek elviselhetd koltségekkel nyujtanak
lehetdleg kis torzitast képet. A hagyomanyos tenyésztéses moddszer mellett ezért nytltam a
molekularis biologia kinalta lehetdségekhez (SpiegeLman, D. et al. 2005), és ezért dontdttem ugy,
hogy a faji meghatarozas helyett a koz9sségi mintdzatra koncentralok.

A vizsgalatokhoz 5 kiilonb6z0 helyen végeztem egyszeri mintavételezést. Ebbol 4 a
Molnar Janos-barlang viztestébdl (2 esetben viz alatti barlangszakaszbol!), 1 pedig a Szemlo-
hegyi-barlang csepegd vizébdl tortént. Minden mintat egységes modszerrel dolgoztam fel, mely
folyamat alapvetden 4 jol elkiilonithetd részre tagolodik:

— a vizmintadkbol Nutriens és R2A taptalajokra szélesztettem tobbféle koncentracidban az
Osszcsiraszam, €s a diverzitas meghatarozasa céljabol,

— a vizmintdkbdl kilonféle differenciald taptalajokra ¢s Vér-agarra szélesztettem fekal-
indikatorok, €s patogének kimutatasa céljabol,

— a kitenyészett kolonidkbol 119 tagi Torzsgyljteményt hoztam létre, melyet morfologiai és
molekularis biologiai modszerekkel csoportositottam.

— a vizmintakbol DNS-t vonattam ki a kdzosség Osszetételének vizsgalatdhoz.

A feldolgozéds soran médom volt a paraméterek valtoztatdsdval tobbé-kevésbé a karsztvizre

optimalizalni az akkreditalt vizmindsitési bakterioldgiai eljarasokat.

3.1. Mintavételezés

A karsztviz, mint ¢él6hely nem egységes paraméterértékekkel jellemezhetd, ezért tobb,
eltéré homérsékletli és aramlasviszonyu helyet valasztottam mintavételre. A varhatdéan alacsony
csiraszam, és nagyobb diverzitas érdekében viszonylag nagy mintatérfogatbdl indultam ki, és a
szélesztésre szant koncentaciokat is a felszini vizmintaknal hasznalatosnal toményebbre vettem.

A Kessler Hubert-terembdl, és az Alagtt-forras melletti Buvar-bejarobol steril kesztyiivel



kiviil-beliil steril 2 literes liveg viz ald meritésével vettem mintat. Az tivegbdl késziilt eszkdzok
hamar alkalmatlannak bizonyultak, ezért a késObbiekben fél literes miianyag palackokkal
probalkoztam. Csepegd vizet a Szemld-hegyi-barlang Orias-folyosdjanak alséd bejarati 1épcs6ién
vettem (4. dbra), ¢s a sziikségesnél tobb edényt hasznaltam egyidejlileg, ezzel a mintavételi id6, s
igy a kontaminacidnak valo kitettség lerovidithetd. A steril mintavétel a viz alatt igen nehézkes
feladat (5. dbra). Az iires edényeket sterilen levinni vagy levegével (ilyenkor a mintavevo palack
felszall, és egy sziklarepedésben ragad), vagy steril desztillalt vizzel (ilyenkor azonban lehetetlen
a teljes atoblités, a minta igy felhigul, esetleg a desztillalokésziilékben tenyészd baktériumok
sterilezés utan szétesett genomjainak tormelékével szennyezddik) toltve lehet. Tobbszori kisérlet
utan felhagytam a buvarok ilivegekkel valo kinzasaval, és javaslatukra 10 db steril 100 ml-s
fecskend6t vésaroltam a véros egyetlen gyogyszertardban, ahol ez kaphatd (volt). Az igy
felszivott viz a lebegd agyagra nézve is tisztdbb volt, a szlirési id6 lerdvidiilt. Ez azért fontos,
mert a szlirés folyaman a minta kontamindcionak van kitéve. Az idedlis mintatérfogat 1,5 liter
volna, de ez a csepegd vizekbdl lassan gytilik Ossze, €s a buivarok szdmara mar nehezen kezelhetd

mennyiség. Tapasztalataim alapjan 1 liter mintdb6l méar megbizhato eredményekre lehet jutni.

GRVENY-f.

4. abra A Szemld-hegyi-barlang hosszmetszeti képén (részlet) jol latszik a csillaggal jelolt

mintavételi pont felszinhez vald viszonya. (Forrds: Orszdagos barlangnyilvantartas)



5. é4bra A mintavételi pontok abrazoldsa a Molndr Janos-barlang aktudlis feltdrasokkal
kiegészitett poligonrajzan. A térképre viszonyitasképp rahelyeztem az 1. dbran bemutatott
alaprajzot. A sotét karikak viz alatti pontokat jelolnek. (Forras: Storozynski Szabolcs)

I. — Bavar-bejard (Alagut-forras mellett)

II. — Kessler Hubert-terem (a tarobol megkdzelithetd, méas néven CO,-os-terem)

III. — hideg bearamlas

IV. — meleg beszivargas.

3.2. Tenyésztéses vizsgalatok

A vizmindsitési eljarasok els6 ¢és alapvetd 1épése a heterotréf Osszcsiraszam
meghatarozasa. Az dsszcsiraszdm a minta egységnyi térfogatara esd €16 és az adott koriilmények
kozott szaporodni képes Osszes baktériumok szama. A méréshez sterilen elkészitett nem szelektiv
taptalajt szennyeziink a homogén (viz esetében jol elkevert) minta ismert térfogataval, majd a
taptalajt a steril koriilményeket fenntartva allandé homérsékleten tartjuk a rékeriilt csirdkbol
szarmaz0 telepek kifejlédéséig. Ezt kovetden a telepeket megszamoljuk, és a kapott értéket adott

térfogatra vonatkoztatjuk.



Baktériumok a Fold minden ¢lhelyén — beleértve a legszélsdségesebbeket is —
el6fordulnak. Vannak olyan fajok, melyek kifejezetten az extrém koriilményekhez
alkalmazkodtak, azaz specialistak (példaul termofil, vagy halofil fajok), mig masok mindenhol
el6fordulnak, un. generalistak. Varhatd, hogy utobbiak jelen vannak a barlangi vizekben is, s
mivel konnyen kitenyésznek, tilsulyban lesznek a mintadkban. Szintén torzitdshoz vezet, hogy a
baktériumok alapvetéen r strategistdk, azaz ha optimalis életfeltételeket talalnak, korlatlan
mértékli szaporodasba kezdenek, mely soran a populacié egyedszdm valtozdsa exponencialis
fiiggvénnyel irhato le. Bizonyos id6 elteltével azonban elérik azt a maximalis populacioméretet,
amelyet az adott kornyezet még el tud tartani, vagy — ami laboratoriumi koriilmények kozott
jellemzdébb — sajat anyagcsere-termékeik gatoljak a populacio tovabbi novekedését. Ezt kdvetden
a populacié dsszeomlik, egyedszama drasztikusan lecsokken. A populacioméret ilyen szélséséges
ingadozésa rovid id6 alatt jatszodik le, ezért az amigy gyenge tapanyagellatottsagu €l6helyek — a
barlangok tipikusan ilyenek (Barton, H. A. — Jurapo, V. 2007) — fajai a tdpanyagdus agarokon
nem tenyésznek ki, azaz nem hoznak létre lathato, stabil telepeket. Mindebbdl adédik, hogy a

tenyésztéses vizsgalatok eredménye egy igen torz reprezentacio a valos kozdsségi dsszetételrol.

3.2.1. Az 6sszcsiraszam meghatarozasa
Az Osszcsiraszam meghatdrozasara a vizmindsitési eljarasok soran hasznalt modszerben
alkalmaztam, és 2 féle koriilmények kozott tenyésztettem ki a baktériumokat:
1. altalanos hus-pepton agaron (nutrient) inkubaltam 37°C-on 2-5 napig. Olyan fajok nének
fel, amelyek taplalkozas szempontjabol nem igényesek. A telepek gyorsan kifejlédnek.
2. kis tapanyag tartalmi, un. R2A taptalajon 22°C-on inkubaltam 8 napig, mivel a telepek
igen lassan ndnek. A tdplemezeket a hosszu inkubéci6 miatt a kiszaradastol védeni kell.
A taplemezek a felndvesztés utan 4°C-on még egy honapig eltarthatdak.
Az elsd két mintanal 107, 10°, 10* higitasi sort készitve 100-100 upl-t szélesztettem 3
parhuzamosban, de ez a koncentracid nagyon alacsonynak bizonyult, ezért a késObbiekben a
kovetkezd 3 -féle koncentraciot hasznaltam: 10 ml-t atszlirve 2 parhuzamosban, 100 pl tomény

minta 3 parhuzamosban, és 100 pl 100x hig mintat 3-parhuzamosban.



3.2.2. Fekal-indikatorok, és egyéb patogének
A korokozok 0Osszcsiraszama is meghatarozhatdé a fent bemutatott moédon véres-agarra
szélesztett minta 48 oOran 37°C-on inkubalasaval. Ezen a taptalajon a patogén mikrobak
elészeretettel képeznek telepeket, melyek erdsen haemolizaljak a taptalajba kevert marhavért, az
amugy ¢élénkvords agar a telepek kornyékén egyre terjedd sugarban feltisztul. A generalistak

ezen a taptalajon is kitenyésznek, esetenként gyengén haemolizaljak is azt (6. abra).

6. abra Gyengén haemolizalo, nem patogének csiraibol kindtt telepek 48 oras véres-agaron

A szennyezO6dés kimutatasara sokszor elegendd egy meghatarozott baktériumfaj jelenlétét
igazolni. Ilyen elven mukodik a szennyviz kimutatdsa is. A vastagbélben tenyészd Escherichia
coli és Enterococcus faecalis jelenléte erdsen feltételezi a minta szennyviz altali érintettségét. Az
Enterococcus fajok igen ellendlloak, ezért egy korabbi szennyezés kimutatdsara is alkalmasak.
Kozegészségiligyi szempontbol fontos az egyéb korokozok kiszlirése is, s mivel a tenyésztéseket
akkreditalt vizmindsitd laborban végeztem, lehetéségem volt Legionella fajok, és a fakultativ
patogén, amugy talajban is el6fordulé Pseudomonas aeruginosa kimutatasara is.

Az ilyen célzott tenyésztéseket szelektiv, vagy differencidldo agaron végzik, melynek



specialis kémiai komponense biztositja, hogy a kimutatni kivant fajok vagy egyediként néljenek
fel rajta, vagy jol megkiilonboztethetoek legyenek. Ehhez a baktériumok sajat biokémiai
tulajdonsagait hasznaljak fel, és altalaban szinvaltozas, vagy csapadékképzddés jelzi a pozitiv
telepeket.

A Pseudomonas kimutatdsdra hasznalt un. CN agar magnéziumot ¢és kalium sokat
tartalmaz a pigment termelés (pyocianin, fluorescein) fokozasara. A kindtt telepek UV fénnyel
megvilagitva fluoreszkalnak (7. abra). Jellegzetes harsfaillatuk is arulkodd bélyeg. A patogén P.
aeruginosa fajszintli azonositdsara megerdsitd tenyésztés sziikséges. Erre példaul az acetamid-

leves alkalmas (ISO 16266).

7. abra Az UV lampa ala helyezett tdplemezen a Pseudomonas fajok csiraibol kindtt telep vilagit,

Buvar-bejaratbol vett vizbdl 10 ml minta atsziirve CN téptalajon

A Slanetz taptalaj az enterococcusok elkiilonitésére szolgal (ISO 7899-2). Natrium-azid
tartalma gatolja az eltérd sejtfalstruktaraval rendelkezé (un. Gram-negativ) szervezetek
szaporodasat. Az enterococcusok redukéljadk az agar tetrazolium-klorid tartalmat formazanna,
ezért a kinétt telepek vords szintiek lesznek. A reakcid azonban nem kizdrélagos

enterococcusokra, ezért megerdsitd vizsgalatot kell végezni, vagyis a telepeket at kell oltani



(jelen esetben a filtert athelyezni) epe-eszkulin (un. BEA) agarra. 44°C-on torténd 1 oOras

inkubalas utan a pozitiv telepek koriil fekete csapadék jelenik meg a taptalajban (8. &bra).

|

8. dbra Az enterococcus meggypiros telepe (balra), és a megerdsitd vizsgalat (jobbra)

A Legionella fajokat savkezelés (5 perc, HCL pH=2,2) utdn pufferolt aktiv szén -
¢élesztokivonat agaron (BCYE) tenyésztik (11731-2). Az ilyen kezelés utan kindtt hattértelepek

(vagyis azok, melyek nem legionelldk) savtiird baktériumok csirdibol szairmaznak (9. abra).

9. abra BCYE téptalajon savkezelés utan kindtt hattérflora (viz alatti meleg bedramlasbol)

A coliform baktériumok a zold szinii TA agaron sarga, nyulods telepeket képeznek, a
taptalajt is sargara szinezik. Coliform baktériumok a talajban is nagy szamban eléfordulnak, ezért
a fekal-indikator Escherichia coli azonositasahoz tovabbi biokémiai vizsgalatokat kell végezni

(ISO 9308-1).



3.2.2. Torzsgylijtemény létrehozasa

Az Osszcsiraszam meghatarozasahoz hasznalt taptalajokrél (taplemezekrdl) az
elkiiloniilten novo telepeket egyenként atoltottam steril taptalajra, igy a heterogén fajosszetételii
taplemezek helyett tiszta tenyészeteket tartalmazod 0j tdplemezeket kaptam. Ezeket rendszeres

atoltassal jellemzésiikig tenyészetben tartom fenn. Az azonositds biokémiai és mikroszkopos

crer

3.3. Molekularis médszerek

Mig a tenyésztésbe bevonhato baktériumok kozdssége nem reprezentdlja kelléen a minta
eredeti Osszetételét, a molekuldris modszerekkel ez a hiba csokkenthetd, de sajnos nem
kiiszobolhetd ki teljesen, mivel a felhasznalt reakcidk hatékonysaga az egyes torzsek esetében
eltéré lehet. Ez azonban elsdsorban mennyiségi eltolédashoz vezet, mely a kimutathatdsag

hataran fals negativ eredményt hozhat.

3.3.1. DNS extrakci6

Kiindulasként 500-1000 ml vizmintdbol vékuumos sziiréssel elkiilonitettem a
baktériumokat, melyek fennakadtak a viz atjadba helyezett 0,2 um porusatmérdjii membranon. A
membrant lefagyasztottam, és az MH laboratoriumaba szallitottam. Ott SOIL Kit-tel tortént a
baktériumok feltarasa és a genomialis DNS kivonasa (a nukleinsav extrakciot Pereszlényi Csaba
végezte). Az igy kapott oldatok heterogén Osszetételliek, azaz az adott mintdban ¢l6 minden
segitségével hataroztam meg.

Az egyes izolalt torzsekbdl is készitettem genomialis DNS kivonatot. Ehhez a mintak
nagy szdma miatt egy sokkal olcsobb modszert valasztottam (Ray Cuaupnury, S. et al. 2006). A
sejteket enzimatikus Uton feltartam (lyzozim), a fehérjéket (Proteinaz-K) és az RNS-t (RN-4z)
szintén enzimatikus uton lebontottam, majd a tormeléket, és a megmaradt fehérjéket fenol-
kloroformos kirazassal tavolitottam el. Végiil a megtisztitott, de nagy térfogatu oldatbol so

hozzdad4sa utdn (ammoénium-acetat) alkoholos kicsapdssal eltavolitottam a DNS-t, és



centrifugélast kdvetden az oldat eltavolitasa utdn a mar tiszta, és kiszaritott genomialis DNS-t a
tovabbi enzimatikus reakciok szamara semleges kis térfogati oldatban vettem fel (Tris-EDTA
puffer). Sajnos, a hatékonysag koriilbeliil 60 %-o0s volt, ezért a baktériumtorzsek egy részeébol
nem sikeriilt detektalhatd6 mennyiségli DNS-t izoldlnom. Ezen sejtek valoszinilileg nem tarodtak
fel az eljaras elején. A baktériumok sokfélesége (10. abra) miatt szamitottam a veszteségre, ezért

is dolgoztam nagy mintaszammal.

10. abra Izolalt baktérumtorzsek még a feltaras elott.

3.3.2. PCR technika

Minden faj genetikai allomanya egyedi, a tobbitdl eltérd szekvenciat mutat. A fajokon
beliil egyes Un. konzervativ DNS szakaszok teljesen megegyeznek . A bakteridlis taxondémidban
altaldnosan a riboszémalis 16S rRNS koédold génjét alkalmazzak faji azonositasra, mivel ez

valamennyi baktériumban eléfordul, és valtozatossaga optimalis a filogenetikai kapcsolatok



jellemzéséhez (WeisBurg, W. G. et al 1991). A 16S rDNS egy szakaszat polimerdz lanc
reakcioban (PCR) felszaporitottam (11. dbra). A reakcié soran az oldatot addig melegitjiik, mig a
DNS két szala elvalik egymastol (1). Ezt kovetden az oldatot hiiteni kezdjiik, minek hataséra a
kivant szakasz kezdet¢hez az elézdleg az oldathoz adott meghatarozott (a célszekvenciat
kiegészitd) rovid DNS darabok (primerek) tapadnak (2). A primerek hatirozzdk meg a
felszaporitandé DNS szakaszt. Ezen kezddszakaszok sziikségesek egy (szintén az oldathoz adott)
héstabil enzim (polimerdz) szdmdra, amely a kezdOszakaszt (primer) az eredeti szekvencia
(templat) kiegészitd parjaként meghosszabitjak (3). Altalaban két, egymassal ellentétes szalon
elhelyezkedd, primert adunk az oldathoz, a termék hossza ezzel meghatarozhato. Ez a folyamat a
célkésziilékben a hdmérséklet ciklikus valtotatasaval tobbszor egymas utan (altaldban 30-szor)
lezajlik. Minden kérben megduplazodik a termék mennyisége, igy a reakcio végén a reakcioelegy

tulnyomorészt a kivant DNS szakaszt tartalmazza.
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11. &bra A PCR miikodésének sematikus abraja (Forrds: Andy Vierstraete 1999)



3.3.3. DGGE (Denaturalé Gradiens Gél Elektroforézis)

A mikrobidlis kozosség jellemzése molekularis biologiai modszerrel leggyakrabban un.
kozosségi ujjlenyomat modszerekkel torténik. Ezek soran kozdsségi Osszetétel diverzitasanak
meghatarozasahoz nem azonositjuk a mintan beliill az egyes fajokat, hanem olyan modszert
alkalmazunk, amely egy komplex, de a mintara egyedileg jellemz0 mintazatot ad. Egy ilyen
modszer a dentaural6 gradiens gélelektroforézis (DGGE). A DGGE modszer a kétszalu DNS egy
fontos fizikai tulajdonsagan, az olvadasi hémérsékleten (Tm) alapul, mely a DNS
bazisosszetételétdl fiigg. A GC bazisparok ugyanis 3 hidrogénhid kotéssel kapesolodnak, mig az
AT bazisparok csak kettovel. Az elozetesen PCR-rel felszaporitott azonos hosszisagi DNS
szakaszok szétvalasztasahoz anndl nagyobb energia kell, minél tobb GC bazispart tartalmaz. A
szétvalasztast nemcsak a homérséklet emelésével, hanem redukalészer (urea €és formamid)
hozzaadasaval is elérhetjiik. A DNS enyhén negativ toltottségii, ezért elektroforézis soran a +
polus felé fog elmozdulni. Ha ezt a mozgast nem oldatban, hanem gél allapoti kdzegben (agaroz,
vagy poliakrilamid) teszi, a kiilonbozd sebességgel vandorld szalak a futasirdnyra merdleges
csikokba rendezddnek. A futas sebessége altalaban a DNS darab méretétdl fligg, de ha a gélben
redukalé gradienst hozunk létre a + podlus felé ndvekvd koncentracioval, a bazisdsszetételik
alapjan rendezddnek csikokba. A gélt etidium-bromiddal (vagy egyéb DNS festékkel) megfestve
a csikok UV fénnyel megvilagitva lathatova valnak, mivel a festékszemcsék bekdtnek a kettds
szal koz¢ (interkaldlodo festék). Ha egyazon minta tobbféle szekvenciat tartalmaz, a miivelet
végén létraszerli mintazatot kapunk. Ez torténik kozdsségi mintak esetében, ahol elméletileg
valamennyi nagyobb szdmban jelenlevd szervezetet a mintdzat egy-egy csikja képvisel. Tobb
minta egymas melletti futtatasdval a kozosségi mintdzatok Osszevethetdk (PortiiLo, M. C. -
GonzaLez, J. M. 2009).

Emlitettem, hogy a kozosség Osszetétele és egyedszdma igen gyorsan reagal az ¢l6hely
kémiai és fizikai paramétereinek valtozasara, ezért olyan alkalmas indikatorszervezetek a
mikrobak, de ebbdl adoddéan a kdrnyezetbdl vett mintdk mindig csak az adott iddpillanatra
érvényes értékeket tiikrozik. A természetes mikrobialis €l6kozosség az €lohely rendszeres

monitorozasaval azonban ennek ellenére meghatarozhatéd (Pronk, M. et al. 2009).



3.3.4. Restrikcids vizsgalatok (ARDRA)

Szerettem volna meghatarozni a kitenyészthetd torzsek heterogenitasat is, ezért az izolalt
torzseimen is elvégeztem a PCR reakciot. A nagy mintaszam miatt, és azért, hogy a késébbi
azonositasokat eldsegitsem, egy masik modszert alkalmaztam a szekvencidk dsszehasonlitasara.
A kapott termékek az egyes mintdkon beliill homogének, szekvencidjuk egyféle. Szekvenalasra
igen alkalmasak, azonban az eljaras koltségessége miatt nem végezhettem el ekkora
mintaszdmra. Az emésztésen (restrikcion) alapuld vizsgéalatokat talaltam legalkalmasabbnak erre
a célra. A reakcid hatterében egy olyan enzim all, mely a DNS-t egy kizarolag ra jellemz6
meghatarozott szekvencia mentén felhasitja. Egy DNS szakaszt annyi helyen hasit el, ahany
helyen az éltala preferalt szekvencia el6fordul. A hasitasi termékeket agaroz gélen megfuttatva a
szalak méret szerint szétvalnak. Szadmtalan ilyen enzim Ilétezik, s mindnek mas és mas a
felismerési szekvencidja. Ezeket az enzimeket baktériumok termelik védekezésképp az idegen
genomok ellen. Az enzimeket kivonjak, és tobbnyire genetikailag moddositjak, hogy
laborkoriilmények kozott (in vitro) jobb hatékonysdggal miikodjon. Kétféle gyakran hasito
enzimmel (jelen vizsgalatban ez a Hinfl és az Alul volt) vizsgdlodva mar kielégitden egyedi
mintazatot tudtam elérni, amely fajon beliil azonos, fajok kozott viszont eltérd. Igy béar a pontos
faji meghatarozast nem végezhettem el, az azonos hasitasi mintazatot adoé egyedeket meg tudtam
hatarozni.

A mintazatot Ggy tudtam lathatova tenni, hogy az enzimreakcid utan a felhasogatott DNS
darabokat tartalmazé oldatot etidium-bromidot tartalmazd agar6z gélben elektroforézis tankban

megfuttattam, majd UV megvilagitasba helyeztem (12. ébra).

12. abra A gél fels6 részén kialakitott zsebekdl indulva futnak a DNS darabok a gél alja felé.

Kozépen viszonyitas végett egy DNS létrat vittem fel, melynek csikjai ismert hosszusaguak.



4. Eredmények és értékelés

4.1. A tenyésztések eredményei — 6sszcsiraszam meghatarozasa

A szabvanyban eldirtaknak megfelelden meghataroztam a vizmintdk Osszcsiraszamat. Az

értékeket a 2. tdblazatban Gsszesitettem, majd grafikonon abrazoltam (13. 4bra).

Bavar-bejaro | Kessler Hubert-terem | MJ hideg | MJ meleg | Szeml6-hegy
22°C 1230 300 320 1600 2,75
37°C 300 100 40 35 1
véres-agar 830 100 22 9,4 0,4

2. tablazat Az egyes mintdkhoz tartozé osszcsiraszamok (db/ml) a haromféle taplemezen.
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13. dbra Az egyes mintavételi helyekhez kapcsolodo dsszcsiraszamok tipusonként dbrazolva.



Az egyes mérési pontokhoz tartozo értékeket dsszehasonlitva elmondhat6, hogy a vartnak
megfelelden az R2A taptalaj bizonyult a legkedvezdbbnek. A legalacsonyabb csiraszam a
Szeml6-hegyi mintdban volt, ami feltevésem szerint a szélsdségesen oligotrof ¢éldhelynek
koszonhetd. A nagy tomegli viztestekbdl vett mintdkban joval magasabb értékeket kaptam. A
legmagasabbat a meleg beszivargds helyén vett mintabol (a kis tdpanyag tartalmu lemezén a
tobbi lemezéhez képest is kugrdéan nagy csiraszamot tapasztaltam). Ez lehet akar a kedvezd
fizikai paraméterek kovetkezménye., de még ez is elmarad a felszini vizekben mérhetd
csiraszamoktol. A masodik legmagasabb érték a Buvar-bejarohoz kapcsolodott. Kiilon
kiemelném, hogy az az altalanos tendencia, mi szerint a véres-agaron kapjuk a legkisebb
csiraszamot (mivel az szelektiv) erre a mintdra nem volt igaz. Véleményem szerint a véres-
agaron kinott emelkedett csiraszdm oka, hogy az 0Osszes mintavételi pont koziil ez all a
legerésebb antropogén behatas alatt, és a kindtt baktériumok nem kifejezetten patogének, inkabb
az emberi bOrdn, ruhdzaton ¢l generalistdk. Megjegyezném tovabba, hogy a Szemld-hegyi
mintaban voltak jelen leginkabb a kiilonb6z0 penészek, bar ezek az organizmusok nem képezték

vizsgélatom targyat.

14. dbra Nutrient agaron kinétt telepek. Bal oldalon: 10 ml vizminta frissen feldolgozva.
Jobb oldalon: 10 ml 24 6rat 4°C-on tarolt vizminta. A sziirés, a taptalajra helyezés,

valamint a fotdzas azonos idOben tortént.



Kiprébaltam, torténik-e valtozas a mintdban, ha nem keriil azonnal feldolgozésra, ezért az
egyik minatvételezd flaskat a felhasznalas el6tt 20 orat hiitészekrényben taroltam. Azt
tapasztaltam, hogy a csiraszdm megnétt, a kdzosségi diverzitds azonban lecsokkent (14. abra),
vagyis valdsziniileg egyes fajok tilndttek a megvaltozott koriilmények hatésara.

A legvaltozatosabb kozosségek az R2A téptalajon ndttek ki (15. abra). A lemezeket

Osszehasonlitva kiszamolhatdk a diverzitaskiilonbségek, legalabbis a kitenyészthetd baktériumok

halmazan.

15. dbra R2A téptalajra szélesztett, 100-100 pl mintatérfogatbol inditott 8 napos tenyészetek.
Balra font: Molnar Janos-barlang meleg vize.
Jobbra font: Szeml6-hegyi barlang csepegé vize.

Lent kozépen: Molnar Janos-barlang hideg vize.



A kinétt telepeket megvizsgalva elmondhatd, hogy a melegebb vizbdl vett mintdban
nemcsak a csiraszdm volt magas, a telepek morfoldgiai diverzitasa is. A csepegd vizbol vett
minta morfologiailag igen szegényes, a ko6zOsség gyanithatéan csak a talajbol bemosodott

generalistakbol all.

4.2. A tenyésztések eredményei - fekal-indikatorok

A Molnar Janos-barlang vizébdl a 4 ponton Osszesen egyetlen egy darab enterococcust
sikeriilt izolalnom a Buvar-bejaronal vett mintabdl (a 8. abran szerepel a megerdsitd vizsgalata
is). E. coli nem tenyészett ki, de tobbszor is taldltam néhany coliformot. Ez azonban nem utal
szennyezesre.

Csepegd vizbdl szarmazdé mintaval kisérleti jelleggel végeztem vizsgalatot. Semmilyen
szakirodalmat nem talaltam erre vonatkozoan. ElsOsorban arra voltam kivancsi, hogy ki tudom-e
mutatni a vizkémiai mérések alapjan eldrejelzett szennyvizbemosodast. Ezért Fehér Katalin egy

olyan mérépontjat valasztottam, ahol feltlinden magas volt a nitrat tartalom (16. 4bra).
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16. abra A mintavételi pontom kémiai paraméterei a vonatkoz6 iddszakban a barlang legtisztabb
mérdpontjanak adataihoz viszonyitva. (Fehér Katalin adatai nyoméan)

A kiépitett szakaszban, az Orias-foly6so tavolabbi végén 1év6 1épesdkre a csepegések ala



helyeztem el a kiviil beliil steril 0,5 literes iivegeket, majd 40 perc elteltével begytijtottem azokat.
A mintavételi pontom mar csak azért is relevans, mert a barlangterapias foglakozasok helyszinén
talalhat6. A mintavétel idészakdban ez a szakasz le volt zarva, igy minimalisra csokkent az
esetleges latogatoktol szarmazo hatés. Fekal-indokatort ezen a helyen sem tudtam kimutatni.

A negativ eredmény (17. dbra) nem zarja ki a kimutatott nagy mennyiségii nitrat és foszfat
ionok szennyviz eredetét. A baktériumok eldszeretettel telepszenek meg a kiillonbozé feliiletek
biofilmjein, kevésbé fordulnak el a tdpanyagszegény aramléd vizekben. Nagyon valdszinii, hogy
mar a talajban, vagy a kdzetek hajszalrepedéseiben elakadnak, igy nem jutnak el a csepegés
helyére. Célszerli volna az egy-egy nagyobb csapadékeseményt kovetd intenzivebb bemosodas

vizébdl végigvinni ugyanezeket a tenyésztéseket (Burscruer, C. et al 2011).

17. abra Differencial6 taplemezek 5 nap elteltével. 100-100 ml vizmintat membranon sziirtem at,

melyeket aztan a lemezekre helyeztem. Balra TA, jobbra Slanetz taptalaj.

4.3. A tenyésztések eredményei — egyéb patogének

Kornyezeti eredetli, de potencidlisan patogén szervezetek jelenlétét is megvizsgaltam
minden mintaban. Pseudomonast a Buvar-bejaratbdl (a 7. abran mar bemutattam) és a Szemlo-

hegyi mintdban mutattamki. EI6bbibdl 1 telep, utobbibdl 2 nétt ki. Egyik sem P. aeruginosa volt.



A Buvar-bejaratbol 1 darab Lpu 2-14 szerotipust Legionella telepet izolaltam, A Kessler

A szeroldgiai besorolast Szax Anita végezte, Latex Agglutinacids Kittel.
Ezek a szervezetek nem jeleznek szennyezést, a kornyezetben kis szdmban gyakran
el6fordulnak, s csak a mesterséges vizrendszerekbe jutva szaporodnak fel annyira, hogy

betegséget okozzanak.

4.4. K6z6sségi PCR alapu viszgalatok — ARDRA eredmények

Morfologiai és hasitasi mintazat alapjan kijelenthetem, hogy vannak olyan tipusok,
melyek minden mintdban eléfordulnak. Ezek valosziniileg generalista fajok, és a talajbol, vagy az
emberrdl keriiltek a karsztvizbe. Nagyobb varianciat tapasztaltam a viz alatti jaratokbol vett
mintakban, mint a tobbi haromban. Ezt Szemld-hegyi-barlang esetében azzal magyarazom, hogy
a csepegd viz okoszisztémaja 1ényegesen szegényebb, mint egy allandd viztestnek. A Molnar
Janos-barlang masik két pontjarol vett mintak esetében pedig még erésen meghigitott mintat
szélesztettem, késObb tértem at a csirak sziiréssel valo dusitasara.

Mig az egyéni mintdk segitségével, a faj szintli azonositassal pontos egzakt képet kapok
az Osszetételrdl, a kozosségek valdodi vatozatossagat jobban jellemzi a metodikailag kissé
bonyolultabb, de joval kisebb faradtsaggal elvégezhetd totdl DNS-bdI kiinduld kozosségi PCR
sordn kapott szekvenciamintazat. A hatékonysag itt sem tekinthetd 100%-osnak, de joval
magasabb érték, mint az torzsenként kezelés esetében. Pontos mértéke azonban nem

meghatarozhat6.

4.5. K6z6sségi PCR alapu viszgalatok — DGGE eredmények

A felszini vizek kozosségi vizsgalatakor 100 ml vizbdl izolaljak a genomialis DNS-eket.

Azt gondoltam azonban, hogy a karsztviz alacsony egyedszamu kozosségeinek jo



crer

meghatarozasdhoz elvégeztem egy eldzetes mérést, melynek sordn azonos vételezésbol
szarmazo, de eltéré mennyiségben lesziirt vizek kozdsségi mintazatat hasonlitottam Ossze. A
Buvar-bejarobol szdrmazo vizbol 100, 400 és 1000 ml-t szlirtem at a membranon, melybdl aztan
a DNS-t vontam ki. A 18. abran bemutatott DGGE eredményekbdl latszik, hogy a 100 ml
kevésnek bizonyult, a 400 és az 1000 ml k6zott azonban nincs kiilonbség. Eredményeim alapjan

0,5 1-ben hataroztam meg a sziikséges ¢s elégséges mintatérfogatot.

1 2 3 4
F F .
18. abra Nested PCR-rel eldallitott mintak 30-60%-0s DGG-en f
(inverz abrazolassal). ] -
A mintak balrél jobbra: L e Ed
1. 100 ml Bavar-bejarat : ._._ E; |
2. 400 ml Buvar-bejarat i
3. 1000 ml Bavar-bejarat
4. 400 ml Kessler Hubert-terem
[ d

A PCR soran lehetdség van olyan primerek hasznalatira, melyek nem univerzalisan
hasznalhatoak a baktériumok korében, hanem csak egy sziikebb spektrum, valamely
tetszélegesen megvalasztott taxondmiai csoport (akar faj szinti is lehet) kimutatasara
alkalmasak. A 19. abran lathat6 mintazat Archea specifikus primerrel késziilt. Ez a csoport nem
tenyészthetd ki az altalam alkalmazott mddszerrel, de a molekuléris bioldgia jovoltabol nemcsak
igazolhatjuk jelenlétiiket, hanem 0ssze is vethetjiik a kozosségalkotd profilokat az egyes
mintakban (Cuen, Y. et al. 2009). Jol latszik, hogy a hideg vizes bearamlds helyén kimutatott
kozosség mintazata megegyezik a csepegd vizbol szarmazdéval, a meleg vizes aramlatbol
szdrmazo6 minta kozossége ehhez némiképp hasonld, mig a 1égkorrel kdzvetlen kapesolatban 4llo

viztestekbdl szdrmazd mintdk ettdl, és egymastol is nagyon eltérnek. A jobb szélen egy madsik



primerparral felszaporitott ismert torzseket tartalmazo in vitro kevert kultarat alkalmaztam
markerént. A 20. abra univerzalis primerekkel késziilt PCR termékeket abrazol. Sokkal
homogénebb képet mutat, eltérés itt csak a két felszinnel, és emberrel kozvetleniil érintkezo

bejarat-kozeli viztestekben mutatkozik.

1 23456

19. ébra DGG Archea specifikus primerekkel.
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20. abra DGG éltalanos primerekkel.
1. Buvéar-bejaro
2. Kessler Hubert-terem

3. Molnar Janos-barlang hidegviz

4. Molnar Janos-barlang melegviz

5. Szeml6-hegyi-barlang csepegés

A Szemld-hegyi-barlangbodl szarmazo kozosségi mintazat feltind hasonlosagot mutat a
Molnar Janos-barlang vizzel kitoltott jarataibol szarmazokéval. Ez jelentheti azt is, hogy
hidrolégiai kapcsolatban allnak, de inkébb azt, hogy a benniik hat6 tényezdk (ez antropogén is
lehet) hasonloak, mely azonos iranyba befolydsolja a kozOsség Osszetételét. Az Archea
baktériumok kifejezetten a meleg vizes éléhelyeket kedvelik. Ezért meglepd, hogy nincs nagyobb

kiilonbség a Molnar Janos-barlang meleg, illetve hideg vizes mintai kozt.



5. Osszefoglalas

A baktériumok intenziv és sajatos anyagcsere folyamataik révén formaljdk kozvetlen
kornyezetiiket. Az évezredekkel ezeldtti tarsulasok nyomai ma is fellelhetdk a barlangok
kitoltéseiben ¢€s falain. Diplomamunkdmban olyan témat szerettem volna bevezetni, amely
nemcsak kornyezetvédelmi szempontbol kurrens, hanem karsztkutatdsi relevancidja is van. A
kivalasok kémiajanak és mechanikajanak megértéséhez is.

Jelen munkamban lefektettem egy hosszabb tavu vizsgélat alapjait, melynek tanulsagai
akkor is felhaszndlhatdak, ha ez a kutatds most nem folytatodik.

Hianypotlo bakteriologiai vizsgéalatokat kezdeményeztem a Budai Termalkarszton,
melynek eredményeként 5 kiilonbozd fizikai és kémiai paraméterértékkel bird helyrdl dsszesen
142 torzset izolaltam. Ebbdl tovabbi (morfologiai €s biokémiai) vizsgalatok céljabol jelenleg 119
torzset tartok fenn. A DNS-t 96 torzsbdl kiséreltem meg kivonni, ebbdl 54 esetben sikerrel
jartam. Molekularis bioldgiai mdodszerekkel a mintdk kozosségi Osszetételét is megvizsgaltam.

A Szemld-hegyi barlang csepegd vizébdl baktériumokat izolaltam. Szennyvizre utald
fajokat nem talaltam. Az 6sszcsiraszamot meghataroztam.

A Molnar Janos-barlangban nem sikeriilt tettenérnem az irodalomban emlitett E. coli
szennyezést. Valoszinlinek tartom, hogy az elmult 30 év alatt a térség csatornahaldzataban beallt
jelentds javulas kovetkeztében a szennyezés forrasa(i) megsziint(ek).

A tovabbiakban szeretném azonositani az izolalt torzseket, €s monitoring jelleggel
folytatni a kozOsségi Osszetételre vonatkozo vizsgalatokat. Nem tartom kizartnak, hogy az uj
mintavételezések soran olyan baktériumfajokkal is talalkozhatunk, melyeknek kizarolagos
természetes €¢lohelye a karsztviz (GorpscHEIDER, N. et al. 2006 és SHABAROVA, T. - PERNTHALER, J.

2010).
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Szabvanyok

MSZ EN ISO 7899-2:2000 Vizmindség. Az enterococcus bélbaktériumok kimutatasa és

megszamlalasa 2. rész: Membransziiréses modszer

MSZ EN ISO 9308-1:2001 Vizmindség. Az Escherichia coli és coliform baktériumok kimutatasa

¢s megszamlalasara 1. rész: Membranszliréses modszer

MSZ EN ISO 16266:2008 Vizmindség. Pseudomonas aeruginosa kimutatasa és megszamlalasa

Membransziiréses modszer (ISO 16266:2006)

MSZ EN ISO 11731-2:2008 Vizmindség. Legionella kimutatdsa és megszamlalasa. 2. rész.

Kozvetlen membransziiréses modszer kis baktériumszamu vizek esetén (ISO 11731-2:2004)
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