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I. BEVEZETES

A tiszta ivéviz nélkiilozhetetlen része mindennapos életiinknek. Megfelelo minoségét
szigori magyar €s eurGpai uniés jogszabdlyok biztositjdk, ellenorzését pedig illetékes
hatésagok kotelezo rendszerességgel elvégzik. Magyarorszagon az ivoviz minoségével illetve
annak ellenorzésével szemben tamasztott kovetelményeket a 201/2001 (X.25)
Kormanyrendelet részletezi.

A vizmino6sités sordn alkalmazott bioldgiai vizsgdlatok azonban dontden a humdn
kérokozok kimutatdsara irdnyulnak, kozegészségiigyi szempontokat vesznek figyelembe, igy
altaluk nem kaphatunk képet az ivoviz baktériumkozosségének Osszetételérol. Tovabbi
héatranyuk, hogy a szabvanyoknak megfelelo mddszerek tenyésztésen alapulé kimutatdsokat
foglalnak magukba, melyek nagyfoku szelektivitdsa bizonyitott. A ma ismert baktériumoknak
kevesebb, mint 1%-at tudtuk eddig tenyésztésbe vonni, tébb olyan baktériumdivizio is 1étezik,
amelyik egyaltalan nem tartalmaz tenyésztheto fajokat (Hugenholtz P. et all. 1998; Dunbar J.
et all. 1999).

A tenyésztésbe eddig nem vont fajok nagy szdma a kozosségszerkezeti vizsgalatok
esetében sziikségessé teszi a tenyésztéstol fiiggetlen, molekuldris alapi mdédszerek
alkalmazdsat.

A termindlis restrikciés fragment-hossz polimorfizmus (T-RFLP) egyike azon
polimerdz lancreakcion (PCR) alapi mddszereknek, melyekkel kozosségi ujjlenyomat
vizsgalhat6. A T-RFLP eljards sordn a kozosségi DNS mintat olyan primerpdr segitségével
szaporitjuk fel, melynek egyike fluoreszcensen jelolve van. Az igy kapott terméket restrikcios
endonukledzzal emésztjilk. A kozosség egyes tagjaibdl szarmazo, eltérd szekvencidji PCR
termékekbol az enzimatikus hasitds révén kiilonboz6 méretli, fluoreszcensen jelolt termindlis
DNS fragmentekhez jutunk, melyeket nagy felbontdsu kapillaris gélelektroforézis
segitségével elvalasztunk és 1ézergerjesztéssel detektdlunk (Trotha R. et all. 2002).

A terminalis fragmentek vandorldsi sebessége a gél elektromos erdtérben hosszuk
figgvényében eltérd, a méret novekedésével ardnyosan csokken a vandorldsi sebesség. Az
eljaras eredményeképp egy elektroferogramot kapunk, melynek X tengelyén a fragmenthossz,
Y tengelyén pedig a fluoreszcens jel intenzitdsa szerepel. Az elektroferogramon megjelend
csucsok gorbe alatti teriilete ardnyos a hozzdjuk tartozé szervezet kozosségben képviselt
relativ  gyakorisagdval, ami alkalmassd teszi ezt az eljardst szemikvantitativ

diverzitaselemzésre, kiilonbozo kozosségi mintdk elektroferogramjainak Osszehasonlitdasaval



pedig vizsgédlhat6 a kozosségek kozotti hasonlésag mértéke (Liu W. et all. 1997; Wang M. et
all. 2004).

A T-RFLP j6 felbontéképességével és gyorsasagdval szemben azzal a hétrdnnyal
rendelkezik, hogy a vizsgdlat utin a DNS minta nem nyerheto vissza, igy a fajok utdlagos
rendszertani beazonositasara nem hasznalhato.

Egy kozosség tagjainak faji azonositdsdra leggyakrabban alkalmazott moddszer a
polimerdz lancreakcion és molekularis klonozdson alapul6 klonkonyvtér analizis.

Ennek sordn a kozosségi DNS izolatumokbdl eloszor 16S rRNS génszakaszokat
szaporitjuk fel PCR segitségével. Ezt kovetoen az egyes amplikonokat vektorokba ligéljuk, a
vektorokkal pedig kompetens sejteket transzformalunk. A kompetens sejteket differencidld
taptalajon felnovesztve szelektdlni tudunk azokra a klénokra, melyek tartalmazzdk a ligalt
inzertet. Az ily mddon elkészitett klonkonyvtar tagjai a kozosségi PCR termék egy-egy DNS
molekuldjanak kopidjat hordozzdk. A beépitett génszakaszokat visszanyerve bazissorrend
elemzés végezheto €s adatbazisok segitségével azonositani lehet a kozosség képviseloit. Ezt a
modszert sikerrel alkalmaztdk ivévizek baktériumkozosségeinek leirdsdra (Keindnen-Toivola

M. et all. 2006; Williams M. et all. 2004; Revetta R. et all. 2007).

Szeged varosdnak ivovizét régota érintd probléma az atlagosndl kisebb stabilitds. A
csapbdl vett vizmintdkban 3-5 nap dllds utdn ,,bioldgiai uszadék™ képzodése tapasztalhaté. A
probléma megolddsianak érdekében és az egyéb tekintetben is kifogdstalan vizminoség
eléréséért a Szegedi Vizmi Zrt-nél sz€éleskorll vizminoség javitd beruhdzasok folynak, melyek
keretén beliil mikrobiolégiai vizsgdlatokat végeztiink.

A Szegedi Vizmu Zrt. atlagosan napi 35-40 000 m’ ivévizet termel, melyet 7
vizmutelepen eloszl6, 180-560 m mélyen 1évo, védett vizadd rétegre telepitett mélyfirasa

kutjaibdl nyer és a mintegy 650 km-nyi vizhdlézat segitségével juttatja el a felhasznélokig.



II. CELKITUZESEK

Kutatdsaink sordn a szegedi ivoviz csokkent stabilitdsanak hatterében rejlo okokra
kerestiik a valaszt.

Mivel a jelenség hdtterében olyan mikrobiol6giai folyamatok szerepét véltik
meghatdrozénak, amelyeket a konvenciondlis vizmikrobioldgiai vizsgdlatokkal nem
kimutathat6 szervezetek okoznak, ezért vizsgdlatainkat molekuldris médszerekre alapozva
végeztiik, amelyek kiegészitéseként vizkémiai elemzéseket alkalmaztunk.

Célunk volt (1) a Szegedi Vizml Zrt. IV-es kutcsoporti kitjainak és a hozzdjuk
kotheto hdlozat vizében jelen levo mikrobakozosségek osszehasonlité elemzése; (2) a
kozosségalkoté baktériumok rendszertani beazonositdsa; (3) a kutviz, a kezelomuvi és
halozati viz baktériumszamanak becslése, Osszehasonlitisa €s (4) a relevans vizkémiai

paraméterek meghatdrozdsa.



II1I. ANYAG ES MODSZER

II1.1. Mintavétel

Két alkalommal (2009.XL13. és 2009.X1.30) vettiink mintit a Szegedi Vizmu ZRt.
[V-es szamu kutcsoportjdnak kutjaibdl, a kezelomu meghatdrozott pontjairdl, illetve 1-6-o0s
szamu hélézati mintavevo pontjairol.

A vizmintavételek a rendszeresitett mintavételi csapokon torténtek a csapok legaldbb 3
percig torténd folyatdsa utdn. Aszeptikus vizmintdt vettink 2 liter térfogatban steril
tivegedényekbe mikrobioldgiai elemzésekre és 2x100 ml-t kémiai vizsgdlatok céljabol. 100
ml vizminta szulfidtartalmat a mintavétel sordn helyben tartdsitottuk 1,5 ml 10%-os Cd-acetat
és 1,5 ml 40%-o0s Na-hidroxid hozzdaddsaval.

A halozati viz metdntartalmdnak meghatdrozdsara egy halozati mintavételi csaprol
vettiink mintat egy alkalommal. A mintavétel sordn a csapot 3 percig folyattuk, majd a vizet
szilikoncsovel egy 100 ml-es mintavevo iivegbe vezettilk, amely viz alatt, szdjjal lefelé
forditva volt. A mintdt viz alatt, buborékmentesen lezartuk, teflon szeptumos kupakkal. A

mintat hiitve szdllitottuk a laboratériumba, és 2 napon beliil feldolgoztuk.
II1.2. A vizmintdk kémiai és fizikai paramétereinek meghatdrozdsa

A vizmintdk homérsékletének és oldott oxigén tartalmdnak meghatdrozdsiat a
mintavétel sorin HACH HQ20 tipusu oldott oxigén/homérséklet szondaval végeztiik.

A szabvanyos vizkémiai elemzéseket az Orszdgos Kornyezetegészségiigyi Intézet
végezte el a Magyarorszagon érvényes kornyezetegészségiigyi eloirdsoknak megfeleld
szabvanyok szerint. A metdntartalom, kénhidrogén és szulfidtartalom meghatdrozasat az

ELTE Kémia Intézetének Kornyezetkémiai és Bioanalitikai Laboratériuma végezte.
II1.3. Sejtszdam meghatdrozdsa epifluoreszcens mikroszkoppal DAPI festés mellett

Mintanként 200 ml vizet fixdltunk 66 ml 8%-os paraformaldehid oldattal. A teljes
mennyiséget leszurtik (0,2 um GTTP membran filter, Millipore), majd a filterbol szdradas
utdn egy-egy darabot kivagtuk és 30 ul DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) festéket (1 pg/ml)
ramérve sotétben, szobahomérsékleten 3 percig inkubdltuk. A filter darabokat 80%-o0s
etanollal, majd desztillalt vizzel mostuk, végiil pedig sotétben, levegon szdritottuk, s a tovabbi
feldolgozasig -20°C-on téroltuk.

A sejtszamldldst Nikon80i epifluoreszcens mikroszkop segitségével, ImageProPlus

programcsomag felhaszndldsdval végeztik. Az egyes mintdk dtlagos sejtszdmanak



meghatdrozdsa a latotér méretének, a szuropapir feliiletének €s az dtsziirt vizmennyiségnek a

figyelembe vételével tortént.
I11.4. Polimerdz lancreakcio (PCR)

A kutatds folyaman tobb médszer alkalmazdasdndl is sziikség volt DNS amplifikdciora.

A polimerdz lancreakciokhoz haszndlt primereket az /. tdbldzat tartalmazza. A

reakcidelegyek osszetételeit és hoprofiljait a 2.-5. tdbldazatok részletezik.

Primer neve Szekvencia
27F 5" AGA GTTTGA TCM TGG CTC AG 37
1387R 5" GGG CGG WGT GTA CAA GGC ¥

; ; W=Avagy T
HEX-27F 5'(HEX)AGA GTTTGA TCM TGG CTC AG 3
519R 5" ATT ACC GCG GCT GCT GG ¥

M=A vagy C

Ml13 spec. F |5'GTA AAACGACGGCCAGT
M13 spec. R |5'CAG GAA ACAGCTATGAC3H

1. tdbldzat. A PCR reakcidokhoz haszndlt primerek

Il14.1. A T-RFLP sordn alkalmazott, 16S rDNS specifikus Hot Start PCR

Mennyiség 50 pl Hoémérséklet | 1dé
Osszetevik Szakasz .
végtérfogatra ("0 (perc)
LC Taq polimeraz (Fermentas) 2 Kezdeti 08 5:00
10x-es PCR puffer (Fermentas): denaturicio
750mM Tris-HCI, 200mM 5 ul Taq bemérése 84 0:10
(NH.),S0O, 0.1% Tween20 Denaturacio 04 0:30
DR/[gClz (F{?rmentas): 25 mM 4 ul Annelacia ) 030
Feverzdpmf'er 0‘:: w Extenzio 72 0:45
W.
orwarc pnmer 05 ul Végsb extenzio 72 10:00
dNTP (Fermentas) 10 pl —
Hiités 4 o0
DEPC viz 26,5 ul
Templat 0,5 ul 3. tdbldzat: A Hot Start PCR reakcié hoprofilja
BSA (bovine serum albumin)
(Fermentas): 20 mg/ml BSA, 10 1l
mM Tris-HCI, 100 mM KCI, 1
mM EDTA, 50% (v/v) glycerol

2. tabldzat. A Hot Start PCR reakcidelegy Osszetétele

30 ciklus



I11.4.2. Klénkonyvtdr és az ARDRA elemzés sordn alkalmazott PCR

Osszetevik Mennyiség 50 pl Sypakass Homérséklet | 1do
végtérfogatra (°C) (perc)

LC Taq polimeraz (Fermentas) 1 Kezdeti denaturacio 95 3:00
10x-es PCR puffer (Fermentas): Denaturicio 94 0:30
750mM Tris-HCI, 200mM Sl Annelacio 57 0:30 32 ciklus
(NH,),50, 0,1% Tween20 Extenzio 72 100
MgCl, (Fermentas): 25 mM 4 Végsb extenzid 72 10:00
Reverz primer 0,5 ul s 7} —
Forward primer 0> 1l 5. tdbldzat. A PCR reakcié héprofilja
dNTP (Fermentas) 10 pl
DEPC viz 28,5 ul
Templat 0,5 ul

4. tdbldzat. A PCR reakcioelegy tsszetétele

Minden amplifikaciét Applied Biosystems 2720 Thermal cycler PCR késziilékekben
végeztiink. A reakcidk sikerességét gélelektroforézissel ellendriztik. A PCR termékeket

etidium-bromidot tartalmazo6 1%-os agar6z gélben futattuk meg és UV fénnyel detektaltuk.
I11.5. Terminadlis restrikcios fragment-hossz polimorfizmus (T-RFLP) vizsgdlat

A T-RFLP vizsgdlatokhoz a vizmintdk 1,8 liternyi mennyiségét steril, 0,45 pm
poérusmérettl, celluléz nitrdt membransziron (Sartorius AG, Gottingen, Germany) szurtiik at.
A sziirést kovetden a filterrdl Ultraclean™ Soil DNA Kit (MoBio Laboratories Inc. USA)
haszndlatdval DNS-t izoldltunk. A DNS izolatumokbél kozosségi mintazatelemzés céljabol a
16S tRNS génszakaszokat szaporitottuk fel 5° végen HEX (5'-Hexachloro-Fluorescein-CE
Phosphoramidite) fluoreszcens festékkel jelolt 27F €s jeloletlen S19R primerek segitségével, a
[I1.4.1. pontban leirtaknak megfelel6 médon.

A felszaporitott DNS termékeket gyakran hasité restrikciés endonukledzok
segitségével emésztettiik. A hasitast parhuzamosan két enzimmel is elvégeztiik. Az inkubdci6
37 °C-os vizfirdoben, egy éjszakan at tortént. A felhaszndlt restrikciés endonukledzokat,

hasitohelyiiket és puffereiket a 6. tdbldzat, a hasitdsi reakcidelegy Osszetételét a 7. tdabldzat

tartalmazza.
Enzim Puffer Mennyiség 20
Hasitéhely Osszetevok yisg 20ul
(Fermentas) (Fermentas) végtérfogatban
Mspl 5 C/CGG 3 10x Puffer Tango -
39 GGCJC 59 EIIZ.lm 0.,3!.11
BsuRI 5" GG/CC 3° 10x Puffer R Puffer 2ul
3’ CC/IGG 5 DEPC viz 7,70l
6. tdbldzat: A felhaszndlt hasitéenzimek, hasitéhelyiik Templat 10ul
és puffereik 7. tdbldzar: A hasitdsi reakcid
Osszetétele



A kapott hasitasi termékeket a kiilonbozo s6- és fehérje-szennyezodésektol etanolos
precipitacio segitségével tisztitottuk meg: Az enzimreakcié termékeit 3ul 3 M Na-acetdt,
62,5ul 95%-os etanol és 14,5u1 DEPC viz elegyébe mértiik. A reakcidelegyet keverés utdn 15
percig szobahomérsékleten inkubdltuk. Ezt kovetden a mintdkat 20 percig 18000g-n
centrifugdltuk 4°C-on Hermle Z233 MK-2 centrifuga segitségével, majd a csapadékrdl a
feliiluszot leontottik. A pellethez 250 pl 70%-os etanolt mértiink, osszekevertiik és 10 percig
18000g-n és 4°C-on centrifugéltuk. A feliilisz6t ismét ledntottikk. A mintdkrol az etanol teljes
eltavolitasdhoz Jouan RC 10.09 vakuumcentrifugdt haszndltunk. A szdritds utdn a mintdkat 20
ul DEPC kezelt, HPLC tisztasagu vizben vettiik fel.

Az etanolos precipiticiéval —megtisztitott hasitdsi fragmenteket kapillaris
gélelektroforézissel vdlasztottuk szét, GeneScan™-500 Tamra™ Standard belsé standard
segitségével. A mintdkat elozetesen formamidban vettiik fel. A megfelelo elvdlasztas
biztositdsa érdekében a hasitdsi termékeket 5 percig 98°C-on denaturdltuk, majd 2 percre 4
°C-ra helyeztiik.

A Kkapilldris elektroforézist ABI Prism 310 automata szekvendtoron (Applied
Biosystems) GeneSan iizemmoddban végeztik POP-4 polimeren (Applied Biosystems) a
gyart6 dltal meghatdrozott futdsi paraméterekkel. A kapott elektroferogramokat GeneScan
szoftver segitségével elemeztiik. Az elektroforézishez hasznalt futtatdsi elegy Osszetételét a 8.

tabldzat tartalmazza.

Osszetevok Mennyiség A DNS templdt mennyiségét és koncentrdcidjat annak
Belsd hossz standard | 0,4 pl megfeleldoen valtoztattuk, hogy az elektroferogramon
Formamid 12,0l megjelend  csicsok  magassaga  800-5000  IFU
Templat 0,5-8 pl

8. tdbldzat: A futtatdsi elegy (fluoreszcens intenzitds egység) kizé essen. Ez ugyanis az
Osszetétele

a fluoreszcens intenzitdsi tartomany, amely a miiszer dltal még
biztonsdgosan detektalhatd, igy egyszeru és kvantitativ kiértékelést tesz lehetové.

Az egyes mintdk T-RFLP analizissel kapott profiljat T-Align internetes program
(Smith et all. 2005) felhaszndlasdval vetettiik egybe 0,5-6s konfidencia intervallum mellett,
majd ez alapjan PAST v.1.95 program segitségével, Bray-Curtis csoportelemzo algoritmussal

hasonléségi fat szerkesztettiink.



I11.6. Klonkonyvtdr készités és amplifikdlt riboszomadlis DNS restrikcios analizis
(ARDRA)

A klonkonxvtar készitéséhez 16S rRNS génre specifikus polimerdz lancreakciot végeztiink
27F és 1387R primerekkel a II1.4.2. pontban leirtaknak megfeleloen. A termékek ligdldsat, a
transzformdldst és az inzertet tartalmazé klénok szelektdldsat a pGEM®-T Vektor System
(Promega) segitségével végeztiik.

Az ARDRA elemzéshez az inzertet tartalmazé klonok telepeibol DNS-t izoldltunk,
amihez a telepeket steril fogpiszkdld segitségével atfejtettik 96 lyukd PCR mikrotiter
lemezre, majd 50l HPLC tisztasdgu vizet adtunk hozza. Vortex segitségével osszekevertiik
és lecentrifugdltuk (1000g, 0:30 perc). A sejteket 98°C-on 5 percig denaturdltuk, majd a
sejttormeléket centrifugdldssal (4000g, 3 perc) Kkiilonitettik el a DNS-t tartalmazo
feluluszotol.

Nested PCR segitségével az izoldlt DNS-bol felszaporitottuk a hasitani kivant 16S
rRNS génszakaszt. A reakciét a IV.4.2. pontban leirtakkal megegyez6 mdédon végeztiik. Az
elso PCR-hez M13 specifikus forward és reverz, a mdsodikhoz pedig 27F és 1387R
primereket hasznéltunk.

A nested PCR madsodik 1épése sordn kapott terméket BsuRI és Mspl restrikcios
endonukledzokkal emésztettik a IIL5. pontban leirtaknak megfeleloen. A hasitdsi
fragmenteket gélelektroforézis segitségével valasztottuk szét 2%-os, etidium-bromidos agaréz
gélen. A fragmentek szétvdldsit UV fénnyel val6é atvilagitdssal detektdltuk. A kapott
mintdzatok alapjan az egyes klonokat (azonos hasitdsi mintdzatot mutaté) csoportokba

soroltuk.



I1l. 7. Bazissorrend elemzés

A nested PCR soran kapott terméket Viogene® PCR Advanced™ PCR Clean Up kit
segitségével megtisztitottuk a tovabbi munkdlatokat zavar$ fehérje- és sé-szennyezésektol,
valamint a primerek dimereitol.

A tisztitott DNS-re az ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (Applied Biosystems) felhasznaldsaval szekvendlo reakciét allitottunk ossze. A
reakcidelegy oOsszetételét és a reakcié hoprofiljat a 9-70. tdbldzatban mutatjuk be. A

reakci6hoz Biometra T-Personal tipusti PCR késziiléket hasznaltunk.

Mennyiség 10 pl Homérséklet | Idétartam
Osszetevék Szakasz

végtérfogatra (°0) (perc)
Big Dye Terminator 1u Denaturacio 96 0:10
Puffer 1,5 ul Anneldcio 50 0:05 28 ciklus
27F 0,5 ul Extenzio 60 4:00
DEPC viz 5l Hiités 4 o
Templat 2ul 10. tdbldzat: A szekvendld reakcié hoprofilja

9. tdbldzat: A szekvendlo elegy Gsszetétele

A szekvendl6 reakcié termékeit a kiilonbozo so- €s fehérje-szennyezodésektol etanol
precipitacio segitségével tisztitottuk meg a IIL.5. pontban leirtakkal megegyezoen. A tisztitott
termékeket szdritott formédban, -20°C-on taroltuk a kapilldris gélelektroforézisig.

A bazissorrend meghatarozasdra alkalmazott kapilldris elektroforézist a godolloi
Biomi Kft. végezte.

Az adatok kiértékelését MEGA4 (Tamura et all, 2007) program segitségével
végeztiik, majd a 16S rDNS szekvencidkat egybevetettiik a rendszertani besorolasra leginkdbb
alkalmas, publikus 16S rDNS adatbdzissal (ARB), illetve a jelenleg ismert bakteridlis
tipustorzsek 16S rDNS szekvencidit tartalmaz6 adatbazissal (EZTAXON).

A kl6nok és a hozzajuk leginkdbb hasonl6 bazissorrendu, az ARB adatbédzisban kozolt
16S rDNS szekvencidkat azok rendszertani besoroldsdval egyiitt egy hasonldsagi fan
abrazoltuk, melynek sordn ,,ClustalW” szekvenciaillesztési algoritmust, ,Maximum
composite likelihood” nukleotid szubsztiticiés modellt, ¢és ,Neighbour Joining”

faszerkesztési eljarast alkalmaztunk.
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IV. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

IV.1. Az egyes mintavételi pontok fizikai és kémiai paramétereinek meghatdrozdsa

Az ivéviz baktériumkozosségének kialakitdsaban donto szerepet jatszanak a kornyezet
fizikai és kémiai tényezoi, ezért meghatdroztuk a vizmintdk relevans fizikai és kémiai

paramétereit. A kapott eredményeket a /1. és 12. tdabldazatok részletezik.

- =
i, | %s B
48 S = =
Mintavételi pont E g £ E = E
2 3 L
= S
Nov. 30 Nov. 30 Nov. 13. Nov. 30
IV-02-01 kat 34,20 0,07 2,0 <0,1
IV-02-02 kit 31.40 0,10 — <0,1
IV-02-03 kit 29,30 0,10 — 0,1
IV-04-01 kat 31,20 0,06 <0,1 0,1
IV-04-02 kit 27,50 0,06 <0,1 1,0
IV-04-03 kuat 26,50 0,10 0,6 0,9
IV-05-01 kuat 32,50 0,15 0,7 <0,1
IV-05-03 kuat 30,00 0,10 <0,1 <0,1
IV-05-04 kat 26,80 0,08 1,0 0,1
IV-5A-01 kit 19,00 0,04 <0,1 <0,1
IV-5A-02 kit 21,20 0,02 <0,1 0,1
IV-5A-03 kit 20,70 0,04 0,6 <0,1
IV-06-01 kat 25,90 0,04 <0,1 N/A
IV-06-02 kit 23,20 0,06 <0,1 <0,1
IV-06-03 kit 26,70 0,06 1,2 <0,1
Bejivo (belsé kutak) 28,10 0,06 — <0,1
Bejové (2-es, 4-es kitcs.) 28.80 0,15 — 1.2
Klérozas utani 27,20 0,09 0,5 <0,1
Tarozott viz 23,50 0,12 <0,1 <0,1
IV Halézati betap 27,00 0,09 <0,1 1,4
HAL-1 20,30 0,08 <0,1 N/A
HAL-2 24,10 0,08 <0,1 0,5
HAL-3 16,60 0,12 <0,1 <0,1
HAL-4 10,50 0,13 <0,1 <0,1
HAL-§ 18,20 0,05 <0,1 3,1
HAL-6 23,30 0,07 0,1 <0,1
11. tdbldzat. A mintavételi pontok homérsékleti, oldott oxigén és szulfidion koncentracié adatai.
LIN/A: mincs mérheto adat, ill. nem értelmezheto; ,—" nem tortént mintavétel

Attekintve az eredményeket szembetiind, hogy a viz magas hémérsékletii és anaerob.
Az oldott oxigén mennyisége a mintdk nagyobbik részében még a 0,1 mg/1 értéket sem éri el.
Ez a tény onmagdban hozzdjarul a viz hdlézaton beliili stabilitisdhoz, mig a gyakran
perlatorral ellatott csapokon nyert viz tdrolva aerdlddik, és a vizben 1évo elektrondonorokra

alapozva gyors mikrobaszaporodds valésulhat meg.

11



szulfidtartalmat. A kapott alacsony koncentraciéértékek alapjan a szulfidiont nem tekinthetjiik

A potencidlis elektrondonorok felmérésének céljabol meghatdroztuk a mintdk

szamottevo mértékben elektrondonornak.

53 ) - S

3 5 = g g B! 3 2o

Et g i i g 3 e = g 25

2 = = = = 2= > 5 = 2 s

MINTA 2 E £ £ = g S g E 23

Z < z z £ g S E S

> » >

Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov.| Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov. | Nov.
13. 30. 13. 30. 13. 30. 13. 30. 13. 30. 13. | 30. 13. | 30. 13. 30. 13. 30. 13. | 30.
IV-02-01 kat 2 2,20 7 2 <05] 1,9 |<0,01]|<0,01]1,09]| 1,09 | 20 47 71 55 54 66 19 | <10 | 702 | 656
IV-02-02 kat | — 1,10 - <2 - 0,7 - |<001]| - 1,06 - 100 - 130 - 92 - <10 — | 479
IV-02-03 kat | — 1,15 - <2 - 1,3 - |<001]| - 1,03 - 100 - 110 - 81 - <10 — | 469
IV-04-01 kat | 1.1 1,25 4 <2 0,6 06 |<0,01]<001]128] 1,23 | 54 62 96 117 53 90 | <10 | <10 | 513 | 513
IV-04-02 kat | 1,5 | 1,05 4 <2 |<05] 1,1 |<0,01]<001]127] 095 | 92 104 | 151 | 212 | 39 88 | <10 | <10 | 474 | 477
IV-04-03 kat | 0,85 | 1,15 3 2 <05] 05 [<0,01]<0,01]|102] 096 | 118 | 122 | 95 140 | 54 92 | <10 | <10 | 458 | 459
IV-05-01 kat | 1.2 | 1,20 4 <2 |<05] <05 |<0,01]<001]131] 1,23 | 52 60 50 70 51 73 | <10 | <10 | 516 | 515
IV-05-03 kat | 1,1 1,00 3 <2 |<05] <05 |<0,01]<0,01]120] 1,13 | 90 109 | 135 | 147 41 T9 | <10 | <10 | 481 | 482
IV-05-04 kat | 1,05 ] 1,20 4 <2 |<05] 06 |<0,01][<001]1,03]| 097 | 126 | 118 | 93 143 54 91 | <10 | <10 | 457 | 459
IV-06-01 kat | 1,15 | 1,30 3 <2 |<05] <05 |<0,01][<001]1,01]| 093 | 112 | 116 | 93 150 | 51 96 | <10 | <10 | 470 | 469
IV-06-02 kat | 145 | 1,15 4 2 <05] 05 [<0,01]|<0,01|106] 094 | 104 | 120 82 172 | 49 05 | <10 | <10 | 471 | 471
IV-06-03 kat | 1,2 | 1,25 3 2 <05] <0,5 [<0,01]|<0,01] 1,03 094 | 114 | 120 | 94 133 60 93 | <10 | <10 | 468 | 470
IV-5A-01 kat | 1,05 | 1,30 4 <2 |<05] <05 [<0,01]<001]1,09]| 091 | 128 | 136 | 173 | 287 48 99 | <10 | <10 | 450 | 452
IV-5A-02 kat | 1,15 | 1,20 3 <2 |<05]| 05 |<0,01]|<0,01]|09 | 090 | 128 | 135 | 150 | 257 54 121 | <10 | <10 | 448 | 450
IV-5A-03 kat | 1,15 | 1,30 3 <2 |<05] 1,5 [<0,01]<0,01]097 ]| 092 | 126 | 134 | 182 | 275 50 113 | <10 | <10 | 450 | 452
Bejovo (2,4) - 1,30 - 3 - <0,5 - |<001]| - 1,00 - 107 - 122 - 99 - <10 — | 478
Bejovo(belsd) | — 1,20 - <2 - <0,5 - |<001]| - 1,01 - 102 - 129 - 101 - <10 — | 469
Klér. Utan 1,55 | 1,15 3 4 <05] <05 |<0,01] 0,02 |093] 090 | 118 | 117 82 120 | 33 125 | <10 | <10 | 465 | 472
Tarozott viz | 1,6 | 1,30 4 3 <05] <05 |<0,01]|<0,01]083 091 | 118 | 135 [ 132 | 198 82 124 | <10 | <10 | 467 | 460
IV Betap 1,25 | 1,05 4 3 <0,5] <0,5 | <0,01]|<0,01|094 ]| 093 | 112 | 108 72 119 | &0 91 | <10 | <10 | 472 | 470
HAL-1 1,15 | 1,15 5 4 0,5 | <05 [<0,01]|<0,01]094]| 092 | 116 | 115 97 201 56 88 | <10 | <10 | 467 | 473
HAL-2 1,05 | 1,15 4 3 <0,5] <0,5 | <0,01]|<0,01]|092] 093 | 116 | 120 62 105 54 86 | <10 | <10 | 471 | 471
HAL-3 1,8 | 1,20 4 3 <05] 07 [<0,01]<001|107] 097 | 118 | 104 61 65 56 T6 | <10 | <10 | 461 | 476
HAL-4 1,2 | 1,10 5 4 <0,5] <0,5 | <0,01]|<0,01|096 | 092 | 116 | 114 53 96 57 86 | <10 | <10 | 469 | 473
HAL-5 1,2 | 1,10 4 3 <05] 07 [<0,01]<001]095]| 092 | 116 | 115 69 95 57 101 | <10 | <10 | 467 | 473
HAL-6 1,25 | 1,25 4 4 <0,5] <0,5 [<0,01]|<0,01]095]| 092 | 118 | 115 85 86 54 92 | <10 | <10 | 470 | 473

12. tdbldzat. A kornyezetegészségiigyi szabvanyoknak megfelelé vizkémiai vizsgalatok eredményei.

A hatdrérték feletti értékek sziirke hattérrel kiemelve ldthaték. ,—” nem toértént mintavétel

A 12. tablazatban bemutatott eredmények alapjan elmondhaté, hogy a vizsgalt viz a
legtobb paraméter tekintetében igen j6 minoségu, hatarérték alatti értékeket mutat. A mangén
koncentriciéja azonban a vizmintdk donto tobbségében meghaladja az 50 pg/l-es hatarértéket.
Kiilonosen szamottevo a hatarérték tallépés a november 30-ai mintdk esetében. A masodik
mintasorozat tagjai kozott ezen feliil néhdny esetben a 200 pg/l-es hatarértéket meghaladé vas
tartalmat is tapasztaltunk.

Mivel a viz nem tartalmaz a fenti kémiai paraméterek alapjan olyan mennyiségben
elektron donorokat, melyekre alapozva az aerdlt viz mikrobioldgiai instabilitdsa

megmagyarazhato, egy alkalommal egy hdlézati mintavételi ponton a viz metdntartalmat is

12




megmértik. Az értéke 4320 + 860 ppm-nek addédott. Ez mintegy 13 mg/L oxigénnel
egyenértékll oxiddloszert fogyasztana a KOI mérésekor. Az igen magasnak bizonyult
metdntartalom alapjan elmondhaté, hogy a szegedi ivéviz olyan mennyiségli metant
tartalmaz, amire alapozva megvalésulhat az azt hasznositani képes baktériumok

elszaporodasa.
1V.2. Sejtszamldlds epifluoreszcens mikroszkoppal, DAPI festés mellett

Az egyes vizmintdk sejtszamainak meghatdrozdsa céljabol DAPI festés mellett
epifluoreszcens mikroszképpal torténo sejtszamldldst végeztiink. Eredményeinket a /3.

tdbldzat mutatja.

Mintak Nov. 13 Nov. 30 A kutakbél nyert vizmintdkban még

kisebb baktériumszdm jellemzo, ami a tdrozds

1V-02-01 kit - 1,79%10*
1V-02-02 kit — 1,50%10* | sordn szdmottevoen megnd. A november 13-ai
1V-02-03 kit - 1,36%10"

- — mintdk esetében elmondhat6, hogy a Kklérozds
IV-04-01 kat | 3,07*10 1,15%10

IV-04-02 kat | 4.24%10° 1.02%10* nagymértékben lecsokkenti a sejtszamot, azonban
IV-04-03 kat | 3,63%10* 1,38*10*

IV-05-01 kit | 4,74%10* 1,33*10*
IV-05-03 kat | 1.25%10° 3.20%10° | mdr ismét megemelkedett mikrobaszam jellemzo.

- #7104 =107 e s P < P . P
1V-05-04 kat | 3.17%10 1,36*10 A november 30-ai mintdkndl a klérozas sejtszamot
IV-5A-01 kat | 947+10° | 3.87+10° i} _ ’
TVSA-02 kit | 458+10° 6.40%10° csokkentd hatdasat nem tudtuk kimutatni. A

IV-5A-03 kat | 5,03%10° | 3,36*10° | hilzati  vizekben —  hasonléan  mindkét
IV-06-01 kit | 3,07¢10° | 3,04*10*
1V-06-02 kit | 6,01%10* 3,54*10*
IV-06-03 kit | 248%10° | 144*10° | tapasztaltunk.

a [V-es kitcsoport hdlézati betdplalé vezetékében

mintasorozatban — magas baktériumszamot

Bejovo 2,4 - 5,73*10* .
. Megdllapithaté, ho az elso alkalommal
Bejiovo Belsé - 3,23*10" gatlap gy
Tarozott viz | 840%10° 6,62%10° | vételezett vizmintdkban dltalanosan nagyobb sejt-
» - ®#10 #1nd r.
Kiér. Utdn L12 ]05 2.0l 104 és csiraszam jellemzo a kutak és a kezelomiivi
IV-Betap 2,83*10 9,19*10 ’

Hal-1 1,74¥10° 1,03¥10° | pontok mintdinak esetében, mint ami a mdsodik
4 “ S - 4 # e e #
Hil-2 2,08%10 9,88710 sorozatban tapasztalhato. A kiillonbség

Hal-3 1,89%10° 1,45%10°

Hil-4 1.61%10° 3.30%10° magyarazata lehet az a tény, hogy az egymast két
o E 5 * - e r . - - - s

Hal-5 5:49%10 222410 | héttel kovetd mintavételezések alkalmaval eltérd

Hal-6 1,04¥10° 1,28%10°

tizemdllapot  volt  jellemzo. A  haldzati

13. tdbldzat: Az epifluoreszcens mikroszképos . ) . o
sejtszdmléldssal kapott eredmények baktériumszdmokban 1ényeges eltérés nem

.— nem tortént mintavétel

figyelheto meg.
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1V.3. T-RFLP ujjlenyomat vizsgdlat eredményei

Az egyes vizmintdk baktériumkozosségeinek szerkezetét T-RFLP molekuldris ujjlenyomat
elemzo mddszer segitségével vizsgaltuk. A kapott eredmények alapjan a mintdkat hasonldsagi
fan abrazoltuk (/a. és 1b. dbrdk).

A mintdk mindkét hasonlésagi fan két nagy csoportra vélva kiiloniilnek el. Az egyik
csoportot a kutak vizei képezik elkiiloniilve a kezelomuvi mintdkt6l. melyek a hdl6zati
mintdkkal mutatnak kozelebbi hasonldsagot €s veliik egyiitt alkotjdk a mdsik csoportot. Ez az
éles elkiiloniilés jol tiikkrozi a klorozds hatdsdra bekovetkezo kozosségszerkezeti valtozast az
ivovizrendszeren beliil.

Az altalunk mért fizikai és kémiai paramétereket egybevetettik a T-RFLP vizsgalat
eredményeivel, de nem taldltunk olyan paramétert, amely a vizmintdk hasonl6sdgi fan valo
elhelyezkedését onmagdban egyértelmiien magyaraznd. Valdszinusithetd, hogy a mintdk
baktériumkozosségeinek arculatdt tobb tényezo egyiittese, egymassal szoros kolcsonhatasban
hatirozza meg, illetve elofordulhat, hogy olyan paraméter van dontd befolydssal a
kozosségszerkezet alakuldsdra, amelyrol nem 4ll rendelkezésre adatunk. A klénkonyvtar
analizis eredményei alapjan hasznos volna esetleges tovabbi vizsgalatok alkalmaval a

metdntartalom mintavételi pontonkénti meghatdrozasa.
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1V.4. Kompozit klonkionyvtdr elemzés eredménye

A vizsgalt ivoviz kozosségalkoté fajainak rendszertani azonositisa érdekében 16S
rDNS alapu kompozit klénkonyvtarat hoztunk 1étre a masodik mintasorozat felhasznélasaval.

A konyvtarkészitéshez hdarom, a T-RFLP vizsgdlat alapjan jellegzetes €s eltéro
kozosségosszetételt mutaté mintat (IV-05-04, IV-5A-02, HAL-4) vilasztottunk ki. A
klénkonyvtdr klonjainak csoportositdisdhoz ARDRA mddszert alkalmaztunk.

A 192 tagi klonkonyvtarbol 169 értékelheto ARDRA mintdzatot ad6 klént kaptunk,
amibol 99 klén 17 csoportba sorolédott. Ezeket, a legaldbb két azonos mintdzata klént
tartalmaz6 csoportokat nevezzilk major klonoknak, a fennmaradé 70 klén egyedi hasitdsi
mintdzatot mutatott, ezek a minor klonok.

Elvégeztik a major klénok mindegyikének és a minor klénok nagy részének
bazissorrend elemzését, majd a kapott szekvencidkat egybevetettiik a rendszertani besoroldsra
leginkdbb alkalmas publikus 16S rDNS alapia ARB adatbazissal, illetve a jelenleg ismert
bakteridlis tipustorzsek 16S rDNS szekvencidit tartalmazé EZTAXON adatbazissal. A
klonokat és a hozzdjuk leginkdbb hasonl6é bazissorrendi, az ARB adatbazisban kozolt 16S
rDNS szekvencidkat azok rendszertani besoroldsaval egyiitt egy hasonldsdgi fan abrazoltuk,
ami a 2. dbrdn lathatd. Az egyes klonok klénkonyvtiaron beliili részardnyait, a hozzdjuk
rendszertanilag legkozelebb eso tipustorzs adatait, a hasonlésag fokat, €s a tipustorzs fobb

relevéns jellemzojét a /4. tdbldzat tartalmazza.
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IC5 | 10.65 (Ignavibacterium album Mat9-16) AB478415 | 80.0 | Gram-—, anaerob, termofil (Tino T. et all. 2009)
. g .y . Gram+, termofil, anaerob, elemi ként redukdlhat
1A3 | 9.07 (Clostridium tepidiprofundi SG508) EF197795 | 74.4 (Slobodkina G. ef all. 2008)
. Gram-—, aerob, obligdt metanotr6f (Kalyuzhnaya
IA8 | 5.92 Methylomonas (scandinavica R5) AJ131369 | 94.3 M. et all. 1999)
. Gram-, fakultativ anaerob, klorit és perklorit
IF4 5.33 Dechloromonas (agitata CKB) AF047462 | 91.7 redukal6 (Achenbach L. et all. 2001)
H9 | 473 (Desulfosarcina cetonica DSM 7267) AJ237603 | 83.8 | Anaerob, szulfit-redukdlé (Miiller J. et all. 1999)
H1 | 454 (Thermobrachium celere JW/YL-NZ35) X99238 78.1 | Anaerob, termofil (Engle M. et all. 1996)
. . Gram-—, aerob, régebben Aquaspirillum (Ding
3 .
D12 55 Curvibacter (delicatus LMG 4328) AF078756 | 94.2 L._Yokota A. 2004)
s Gram—, aerob, obligit metil-amin hasznosité
IB1 2.96 Methylotenera( mobilis JLWS8) DQ287786 | 95.2 (Kalyuzhnaya M. et all. 2006)
IAl | 178 Flavobacterium (cauense R2A-7) EUS521691 | 94.9 | Gram—, kemoorganotr6f (Qu J. et all. 2009)
IG9 | 1.78 (Thermodesulfobium narugense Na82) | ABO77817 | 77.5 Q?ag(r){(;g‘} termofil, szulfétredukal6 (Mori K. et
ci1 | 118 Methylobacillus (flagellatus KT) DQ287787 | 91.4 %&%’“ metilotréf (Christoserdova L. et all.
. Gram+, termofil, anaerob, tioszulfit-redukilé
IE4 1.18 (Thermanaeromonas toyohensis ToBE) | AB062280 | 80.5 (Mori K. et all. 2002)
IG2 | 1.18 Methylomonas scandinavica R5 AJ131369 | 97.7 Gram-, aerob, obligit metanotréf (Kalyuzhnaya
M. et all. 1999)
IG10 | 1.18 (Pelobacter venetianus DSM 2394) U41562 | 76.5 | Gram—, anaerob (Schink B.-Stieb M. 1983)
A2 | 118 | (Desulfuromonas acetexigens DSM 1397) | U23140 | 80.7 ?;;E;Ob‘ szulfét-redukdl6 (Finster K. et all.
: Gram-—, anaerob, termofil, Clostridiales rokon
ncg | 1.18 (Thermohalobacter berrensis CTT3) AF113543 | 76.6 (Cayol 1. et all. 2000)
nci2 | 118 Methylobacillus (flagellatus KT) DQ287787 | 90.8 ?{?&%ﬂ metilotr6f (Christoserdova L. et all.
L . Gram-—, kén-oxidlé, ferri vas-redukalg,
mp2 | 0.59 (Acidicaldus organivorans YO08(T)) AY140238 | 79.0 termofil, acidofil (Johnson D. et all. 2006)
mB2 | 0.59 Actinotalea fermentans DSM 3133 X83805 96.6 gégg; + fakultatfv anaerob, mezofil (Yi L. et all.
IB5S | 0.59 (Anaerolinea thermolimosa IMO-1) AB109437 | 825 gll'aglo—dét;ermoﬁl, obligit anaerob (Yamada T. et
D8 | 059 (Anaerolinea thermolimosa IMO-1) | AB109437 | 80.9 Siaglo_ost;r mofil, obligit anaerob (Yamada T. et
Gram-—, obligét anaerob, termofil, régebben
IGl | 059 [’Ca!danaf;obgjter:c;?;;;rgfus subsp. AF209708 | 73.5 | Thermoanaerobacter tengcongensis (Fardeau M.
ngconsen et all. 2004)
: . . Nem tenyészthetd genus, polifoszfit
1G4 | 0.59 | (Candidatus Accumulibacter phosphatis) | AJ224937 | 89.5 mul4l6 (Miyauchi R. et all. 2007)
IF7 | 059 (Chondromyces pediculatus Cm p17) AJ233940 | 86.5 | Gram—, aerob, mezofil (McCurdy H. 1971)
Ici1 | 0.59 (Chondromyces pediculatus Cm pl7) AJ233940 | 86.8 | Gram—, aerob, mezofil (McCurdy H. 1971)
IF4 | 0.59 (Chondromyces pediculatus Cm p17) AJ233940 | 85.6 | Gram—, aerob, mezofil (McCurdy H. 1971)
1C2 | 059 |  (Corynebacterium efficiens YS-314) | BA000035 | 81.2 %gzm;f fakultativ anaerob (Fudou R. et all.
G10 | 059 |  (Corynebacterium efficiens YS-314) | BA000035 | 79.9 gégzm; fakultativ anaerob (Fudou R. et all.
. . Gram—, Comamonadaceae rokon ( Ding L.—
IC1 | 0.59 Curvibacter delicatus LMG 4328 AF078756 | 98.5 Yokota A.2004)
. Gram-—, fakultativ anaerob, klorit és perklorit
D4 | 0.59 Dechloromonas (agitata CKB) AF047462 | 92.7 redukal6 (Achenbach L. et all. 2001)
B5 | 059 | (Desulfofaba fastidiosa DSM 15249) | AY268891 | 8a.g | SZulfdtredukdl6, mezofil (Abildgaard L. et all.

2004)
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B6 | 059 (Desulfofaba gelida PSv2)9 AF099063 | 85.2 f‘;gga“ed“kalo' pszichrofil (Knoblauch C. et all.
ID5 0.59 (Desulfonema magnum DSM 2077) U45989 84.6 | Gram—, obligit anaerob (Fukui M. et all. 1999)
_ . Gram-, obligét anaerob, szulftredukald,
IG12 | 0.59 | (Desulfovibrio alkalitolerans DSM 16529) | AY649785 | 80.9 alkilitolerdns (Abildgaard L. et all. 2006)
m2 | oso | (Flavobacterium S:gj‘m’””:“m WB4.I- | Amo3dess | 84.6 | Gram, kemoorganotréf (Ali Z. et all. 2000)
IG3 | 0.59 (Fodinicola feengrottensis HKI 0501) EF490376 | 77.0 | Gram+ (Carlsohn M. et all. 2008)
IA10 | 0.59 (Helicobacter brantae MIT 04-9366) DQ415546 | 79.0 | Gram—, mikroaerofil, termofil (Fox J. et all. 2006)
B3 | 0.59 (Ignavibacterium album Mat9-16) AB478415 | 80.2 | Gram—, anaerob, termofil (Iino T. et all. 2009)
IIA10 | 059 | (Legionella oakridgensis Oak Ridge 10) 732642 | 82.6 |Gram-, aerob (Orrison L. et all. 1983)
. . Gram-—, kemoorganotréf, aerob/fakultativ anaerob
IF5 0.59 Limnohabitans (curvus MWH-C5) AJ938026 | 94.3 (Hahn M. et all. 2010)
IF6 0.59 (Melittangium alboraceum Me b7) AJ233907 | 771.5 (1};39“;_ régebben Podangium (Sproer C. et all.
mB12 | 059 Methylocystis hirsuta CSCI DQ364433 | 97.9 %g?;_ » aerob, metanotrf (Lindner A. et all.
, L Gram-, aerob, obligit metanotréf (Kalyuzhnaya
IC12 | 0.59 Methylomonas (scandinavica R5) AJ131369 | 95.1 M. et all. 1999)
L Gram-, aerob, obligit metanotréf (Kalyuzhnaya
. ) 3 .
ID1 0.59 Methylomonas (scandinavica R5) AJ131369 | 939 M. et all. 1999)
L Gram-, aerob, obligit metanotréf (Kalyuzhnaya
. ) 3 .
IF9 0.59 Methylomonas (scandinavica R5) AJ131369 | 94.5 M. et all. 1999)
e Gram-—, aerob, obligit metil-amin hasznosit6é
IB3 | 0.59 Methylotenera (mobilis JLW8) DQ287786 | 94.7 (Kalyuzhnaya M. et all, 2006)
e Gram-—, aerob, obligit metil-amin hasznosit6é
IF2 0.59 Methylotenera (mobilis JLW8) DQ287786 | 95.0 (Kalyuzhnaya M. et all, 2006)
(Pelobacter acetylenicus WoAcyl - .
Ge | 0.59 DSM2348) X70955 85.4 | Gram—, obligdt anaerob, mezofil (Schink B. 1985)
ics | 059 Pseudorhodoferax soli TBEA3 EU825700 | 97.7 g{a%gomonadame rokon (Bruland N. et
D7 | 059 Pseudorhodoferax soli TBEA3 EU825700 | 98.5 g{a;&g(;o“w"onadame rokon (Bruland N. et
IB2 | 0.59 (Rhodobacter vinaykumarii JA123) AM408117 | 78.5 g;a%?ezoﬁl. fakultativ anaerob (Srinivas T. et
IE1 0.59 (Rhodococcus aetherivorans 10bc312) AF447391 | 76.5 | Gram+, aerob (Goodfellow M. et all. 2004)
IE11l | 0.59 (Salinimicrobium xinjiangense BH206) | EF520007 | 84.2 .(I}I:tn;;l_l‘ zfgl(c)lgl}talfv aerob, mérsékelten halofil (Lim
IG4 | 0.59 (Saxeibacter lacteus DLS-10) AM778124 | 75.2 | Gram+, aerob, mezofil (Lee S. et all. 2008)
B6 | 0.59 (Strepracidiphilus rugosus AM-16) DQ904547 | 76.7 | Gram+, aerob, acidofil (Kim S. et all. 2003)
B11 | 0.59 (Strepracidiphilus rugosus AM-16) DQ904547 | 78.7 | Gram+, aerob, acidofil (Kim S. et all. 2003)
mo | oso | (Streptomycesr f;‘;;‘;;”y cificus NBRC | \p134166 | 759 | Gram+, aerob (Xu L. et all. 2005)
IC7 | 0.59 (Thermobrachium celere JW/YL-NZ35) X99238 | 76.7 | Anaerob, termofil (Engle M. et all. 1996)
. Gram-, aerob, metilotréf kézosség tagjaként is
IA11 | 059 Variovorax paradoxus IAM 12373 D88006 | 99.5 leirtak (Willems A. et all. 1991)
DI1 | 059 (Wandonia haliotis Haldis-1) F1424814 | 827 (23531*3;‘ obligdt anaerob, mezofil (Lee D. et all.

14. tdbldzat. A kl6nok klénkonyvtiron beliili részardnya, a hozzdjuk rendszertanilag legkozelebb esd tipustorzs adatai, a 16S
rDNS szekvencia hasonlésdg és a tipustorzs fobb relevins jellemzdi. A rendszertani azonositds bizonytalansdgét zaréjellel

jelezziik.
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A rokon tipustorzsek illetve nemzetségek €lettani jellemzdibol kovetkeztetni tudunk az
altalunk detektalt kozosségalkotok kornyezeti igényére és metabolikus potencidljara. A
talalatok kozott igen nagy szdmban szerepelnek anaerob és termofil szervezetek— ez a vizek
homérsékletét és alacsony oxigéntartalmat tekintve nem meglepo —, illetve az egy szénatomos
vegyiiletek hasznositdsara képes baktériumok (metilotréfok, metanotréfok), ami a viz magas
metdntartalmat jelzi. A vizsgalt ivovizben kimutattuk a klorozott vegyiileteket hasznositok
jelenlétét is (pl. Dechloromonas sp.), ami a klérozott hdlézati vizek dltalanos jellemzoje.

A beazonositasra keriilt klénok tobbségének szekvencia hasonlésdga a tipustorzsekhez
igen alacsony fokd, ami jol jelzi, hogy a vizsgdlt kozeg jellemzO baktériumkozosségei a
tudomdny szdmara jorészt még ismeretlenek. Kevésbé ismert rendszertani csoportokba

tartoznak a kozosségek egyes domindns tagjai is (az ICS, IA3 ARDRA csoportok képviseldi).
IV.5. A T-RFLP vizsgdlat dsszevetése a kompozit klonkonyvtdar eredményeivel

A november 30-dn vett mintakbol késziilt T-RFLP mintdzatokat Osszevetettiik az
ugyanezen mintasorb6l késziilt kompozit klonkonyvtar major klénjainak T-RFLP
mintdzatdval, igy kovetkeztetni tudtunk az egyes klénok kozosségen beliili részaranyaira

A major klénok legkozelebbi rokon tipustorzseit illetve a vizmintdk kozosségeiben
kimutathaté6 maximadlis szdzalékos részardnyukat a 5. tdbldzat mutatja. A 10% feletti

értékeket sziirke hattérrel kiemelve tintettiik fel.

21



Klon | 11A2 | 1G9 | IA3 | IHO | IC8 [ ICI1 J1IC12] IF4 [IDI12 ] IBI | IA8 | 1G2 | IC5 | IE4
= = e —
E E ’\—r: —‘v;\ E gy E ] ) ] T g
%= - U~ O O~ - T I~ O~ O [~
28 g| 8 g | = SRS Sl 2l 2| S| 2 3 ¥
N oo S = = = = S = = = e = = = ] =
2EE| 3 S| S| 2 S| §|§|S|&|3|3|3]| & g
EZzl & 5|23 ]3]& S| S| S| 58
<5 ~ -
R

EZT 807 [ 775|744 (838|766 | 914|908 |91,7 (942|952 943|977 | 80,0 | 80,5
SR
V-02-01 2,08 | 3.30
1V-02-02 3.36
1V-04-02 | 0.50 | 322 [13.54] 3.94 2.98 | 4.76 3,07
IV-04-03 17.29] 1,37 [ 0.95 20,37 | 9.57 2,28
IV-05-01 44,39 [54.44
1V-05-03 1.86 2.01 | 1.09 | 6,36 1.20 | 8.17 [30.16] 1.23
1V-05-04 1.67 | 1,49 14,08 [ 14,96 [ 24.79 [ 39,69 13,04 [10,29
1V-06-01 2.20 | 0.42 [ 2.40 | 1.80 | 1.76 | 1.79 446 | 0.79 [ 050
1V-06-02 0,20 | 0.19 | 13.62[25.87 1.08 1,54
IV-06-03 48,35 31,72 ] 3.50 | 443 | 4.52
IV-5A01 244 36,10 17.14] 0.49 1,58
IV-5A-02 140 [18.75] 1.51 1.55 | 1.89 | 0.71 | 0.86 | 6,54 | 15,91 | 19,88 1,00
IV-5A-03] 042 10,34 | 4.57 19.49 [31.95 4,70
Tarozott 6.56 | 18.77 [32.80
KI6r utan 17,66 | 16,37 | 18,98 [ 18,18 [ 3.71
HAL | 33,32 [34.25 [ 16,85 [ 19.85 [ 11,39 3.25 | 1.40
HAL 2 8,36 | 15.11]14.36 [23.85] 1.16 | 2.34 | 0.41
HAL3 21,54 27.59 | 8.89
HAL 4 9.70 |25.96 [20.70 [20.70 [ 2.17 | 0.40 | 1.87
HAL 5 451 [22.19 14,25 2,52
HAL 6 34,28 [19.50 [ 2.59 [17.04 [21,10] 1.60 | 1,08

15. tdbldzat. A kompozit klonkonyvtar major klonjainak legkozelebbi rokon tipustorzsei, illetve a vizmintak

kozosségeiben kimutathaté maximalis szazalékos részaranyai.

Megillapithatd, hogy a klérozas er0s kozosségszerkezeti véltozast idéz elo: eltinik a

Desulfuromonas, Thermodesulfobium, Desulfosarcina, Thermohalobacter, Clostridium és

Methylobacillus nemzetségek dominancidja, és meger0osodik a Methylotenera, Methylomonas

€s Thermanaeromonas nemzetség.

Elmondhatd, hogy a halézat mikrobakozosségei homogénebbek, csupdn néhdny faj

domindlja azokat. A kutak esetében sokkal véltozatosabb mikrobaktzosségeket lathatunk.
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V. OSSZEFOGLALAS, TOVABBLEPESI LEHETOSEGEK

Kutatdsaink alapjan megallapitottuk, hogy a vizsgdlt ivévizrendszer kutjainak és a
hédlézatanak mikrobakozossége bar dtfedo, mégis jellegzetesen elvdlik egymadstol. A jelentds
kozosségszerkezeti valtozas egyik okaként sikeriilt kimutatnunk a klérozas szerepét.

A vizsgilt vizben domindns kozosségalkotd fajok az egy szénatomos vegyiileteket
hasznosité metanotr6f és metilotréf baktériumok, illetve nagy szdmban fordulnak elo az
anaerob, fakultativ anaerob és a termofil szervezetek is.

Megallapitottuk, hogy mind a kuatviz, mind a hdlézat vize anaerob, €s az altalunk
elemzett mintaban jelentosebb metantartalmat tudtunk kimutatni.

A kutvizek viszonylag alacsony baktériumszamaval ellentétben a kezelomiiveknél
jelentos sejtszdm novekedés tapasztalhatd, a hdlézati vizmintdkndl azonban csak néhdny
esetben sikeriilt tovabbi szamottevo novekedést kimutatni. A baktériumszdm halézaton beiili
stabilitdsanak hatterében a viz anaerobitdsa és a viszonylag csekély tart6zkodasi ido 4ll. Ezzel
szemben a csapbdl val6 kifolyatdssal a viz - foképp a ma dltalaban alkalmazott perlator miatt -
aerdlodik. Az aerdlodott viz metdntartalma lehetové teszi a metilotrof és metanotrof
baktériumok szdmdra a gyors elszaporoddst. Ezen szervezetek biomasszdja pedig mads
kemoorgano-heterotréf baktériumoknak szolgal tdpanyagforrasként. Ezzel magyardzhatjuk a
csapvizben néhany napi dllas utdn a bioldgiai eredetli pelyhek megjelenését.

Megjegyezziik, hogy a hélozat egyes helyein esetleg kialakul6é vizpangds hasonlé
folyamathoz vezethet akdr anaerob koriilmények kozott is. Anaerob koriilmények kozott a
biomassza képzodése ugyan lassubb, de semmiképp sem elhanyagolhaté.

A szegedi ivoviz bioldgiai instabilitisat és baktériumkozosségének arculatat
meghatdrozé tényezok még pontosabb feltirdsa érdekében tovabbi kutatdsok alkalmaval
hasznos lehetne a metdntartalom szélesebb kort, tobb mintavevo pontra kiterjedo vizsgélata.

Az ivéviz jelentosebb metdntartalma melletti anaerob jellegét tekintetbe véve pedig
érdekes uj eredményeket szolgdltathatna a ma még oly kevéssé ismert anaerob metdnoxidalé

baktériumok feltarasat célzé kutatbmunka.
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