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Bevezetés

Magyarorszag kiemelkedden gazdag termalviz készlettel rendelkezik, az orszag mintegy 70-80%-
an talalhatoak 30°C-nal magasabb homérsékletli hévizek. Az évszazadok sordn fokozatosan fejlodo
fiirdokultura és ennek hatasara 1étesitett népszeri fiirdok miatt méltan nevezhetjliik Magyarorszagot
»furdonagyhatalomnak™. Annak ellenére, hogy ilyen gazdag termalviz készlettel rendelkeziink,
kozflirdoink vizsgélata els6sorban a jogszabalyokban rogzitett higiénés vizsgalatokra terjed ki,
amelyek soran szabvanyos modszerek segitségével mutatjak ki a mikroorganizmusokat.

A hazai szabalyozas (37/1996 (X.18.) NM rendelet) szerint a kozflirdok medencéinek lizemeltetése
torténhet vizforgatassal (fertdtlenitdszer alkalmazasaval) vagy tolté-iiritd rendszerrel. Azokat a
medencéket, ahol a fert6tlenités a gyogyviz gyodgyhatasu Osszetevoit karosithatja, tolto-iirito
rendszert alkalmaznak. A rendelet ezen pontjat tobb iizemeltetd haszndlja ki, ezaltal
Magyarorszagon a gydgymedencék tilnyomo tobbsége tolto-iirité modon, fertdtlenités nélkiil
iizemel. A kdzelmultban nincs tudomasunk flirdévizzel kapcsolatos tomeges megbetegedésrol,
azonban a tolté-liritdé medencék fertdtlenitdszer nélkiili lizemeltetése noveli a kdzegészségiigyi
kockazatot.

Jelenleg igen kevés informacid all rendelkezésiinkre a termalforrasok természetes
mikrobak6zosségeivel kapcsolatosan, amelyek a vizi 6koszisztémakban nagyon fontos szerepet
toltenek be pl. anyagcsere tulajdonsagaik révén befolydsoljak a vizmindséget, segithetnek a
korokozé mikroorganizmusok visszaszoritasaban (Valeriani és mtsai, 2018). A természetes
mikrobak6zosségek vizsgalatahoz célszerii, a termalforrasok kémiai tulajdonséagait figyelembe
véve, specidlis tapkozegeket, illetve tenyésztéstdl fliggetlen modszereket alkalmazni, hogy egy
egységes képet kaphassunk a termalforrasok baktérium kozosségeirdl, annak megértésérdl, hogyan
tudnak alkalmazkodni a baktériumok az extrém kornyezeti feltétekhez, milyen anyagcsere folyamat
révén befolyasoljak a vizmindséget.

A forrasok természetes baktériumkozosségei a medencékbe keriilve szamos 10 tényezdvel
taldlkoznak: fizikai paraméterek megvaltozasaval, a kornyezetb6l (kozottik az emberek
kozvetitésével) bekeriild mikrobakkal, amelyek gyors szaporoddsukkal elnyomjdk a forrasokat
benépesitd baktériumokat, nem utolsd sorban a vizkezeléssel, amelyek szintén befolyasoljak a

természetes mikrobakozosségeket.
Célkitizések
Jelen tudomasunk szerint a multban nem sziiletett olyan munka, amely a gyégyfirdék atfogod

mikrobiologiai vizsgalataval foglalkozna, els6 sorban higiénés paraméterekre fokuszald irodalom

all rendelkezéstinkre.



Munkank célja 3 budapesti gyogyfiirdd mikrobiologiai vizsgalata volt a termeld kuttdl a
medencékig, higiénés és okoldgiai vonatkozasban egyarant, hogy atfogd képet kaphassunk a
termalkutak természetes baktériumkozdsségeirdl, az antropogén hatasokrol, emellett 6ssze tudjuk
hasonlitani az egyes kozfiirdokben alkalmazott vizkezelési technikdk vizmindségre gyakorolt
hatékonysagat. Ezek megvaldsitasahoz altalanos kémiai, szabvanyos (higiénés) mikrobiologiai,

specialis tenyésztéses €s kiillonb6z6 molekularis modszereket alkalmaztunk.

Kutatdsunk soran az alabbi célokat tliztiik ki:
. akutvizek kémiai 6sszetételének megismerése

Il.  kutvizek természetes mikrobakozosségének feltarasa

Il.  a medencevizekben ¢érvényesiilé antropogén hatds ¢és a vizkezelés technikak
mikrobak6zosségekre gyakorolt hatasvizsgélata

IV. a medencevizek higiénés vizsgalata, human eredetli mikroorganizmusok azonositasa,
potencialis kérokozo6 baktériumok jelenlétének megéllapitasa

V. A kiilonboz6 vizkezelési technikak hatdsanak elemzése az Osszesitett eredmények

fliggvényében

Anyag és modszer

A doktori kutatas soran 3 budapesti gyogyfiirdd katvizét és medence vizeit vizsgaltunk (GY'1, GY2
¢s GY3). A GY1 fiirdé esetében a kutvizbdl altalanos fizikai-kémiai, szabvanyos tenyésztéses,
specialis tenyésztéses és NGS vizsgalatokat végeztiink el, a medenceviz esetében pedig szabvanyos
tenyé€sztéses és specidlis teny€sztéses vizsgalatok torténtek, tovabba meghataroztuk a vizmintdk
Osszes sejtszamat.

A GY2 és GY3 fiirdok esetében a vizsgalatok korét bovitettiik tovabbi molekuldris modszerekkel,
a GY1 fiirdd soran alkalmazott technikak mellett a medencékbdl taxonspecifikus és multiplex PCR
vizsgalatokat végeztiink. A medencékbdl tovabba egymast kovetd 4 honapon keresztiil
mikroszkopos sejtszamok meghatarozasat is elvégeztilkk. A doktori munka soran végzett

vizsgalatokat az 1. abra szemlélteti.

Szabvdanyos modszerek

A kutvizek kémiai paramétereinek vizsgalatdhoz ¢és a hazai szabalyozasban megjelolt

mikrobioldgiai paraméterek meghatarozasahoz szabvanyos modszereket alkalmaztunk.



Mikroszkopos sejtszam meghatdarozdasa

A fiird6vizben talalhato baktériumok mikroszkdpos sejtszamanak meghatarozasat DAPI (4°,6-
diamidino-2-fenilindol) festést kovetden epifluoreszcens mikroszkop (Nikon 80i) és Image ProPlus

programcsomag segitségével végeztiik el.

Specidlis tenyésztéses vizsgdalatok

A kutvizek €s a medencék vizének specidlis tenyésztéses vizsgalata soran 10%-o0s R2A taptalajt
(Reasoner és Geldreich, 1985), valamint szerves anyagokat alacsony koncentracioban tartalmazo
MM (minimal médium) taptalajt alkalmaztunk (Kéki és mtsai, 2013). A taptalajokat agar-agar és
gelrite szilardité agensekkel készitettiik el. A taptalajok elkészitéséhez az eldirt desztillalt viz
helyett a flird6kbdl szarmaz6 kutvizet hasznaltuk. A katviz mintak tenyésztése soran hagyomanyos
¢s purhab tombos dusitast is végeztiink. A medencevizek esetében kozvetlen szélesztéses technikat
alkalmaztunk. Az inkubacids idoket kdvetéen minden taptalajon elvégeztilk a mintak heterotrof
csiraszambecslését, tovabba molekularis modszerrel (PCR, ARDRA, 16S rRNS gén szekvencia

analizise) azonositottuk a taptalajokrol izolalt baktériumtorzseket.

Molekularis vizsgdalatok

e Ujgeneracios szekvenalds
Munkank sordn a kutvizekbdl, tovabba a GY2 és GY3 fiirdé6 medence vizeibdl ujgeneracios
szekvenalast végeztiink a rejtett diverzitas feltarasa céljabol. A vizsgalatokat a gyartd utasitasainak
megfeleléen végeztiik el (Roche, Branford, CT, USA). A statisztikai értékeléshez a mothur v1.35
szoftvert, SINAv1.2.11 szoftvert és az ARB-SILVA NR99 szoftvert alkalmaztuk.

e taxonspecifikus PCR

Taxon specifikus PCR segitségével egyrészt a hazai szabalyozasban szerepld E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, Legionella pneumophila és coliform baktériumok mellett az Acinetobacter baumannii,
Stenotrophomonas maltophilia fajok, valamint a Legionella és a Pseudomonas nemzetség
jelenlétének  vizsgalatat végeztik el. Vizsgalatunk célja azoknak a  baktérium
fajoknak/nemzetségeknek a kimutatasa volt, amelyek mesterséges fiirddvizekben kdzegészségiigyi
jelentdséggel birnak, lehetnek fekalis indikatorok, utalhatnak technoldgiai problémdkra és a
flirdézok 4ltal is bekertilhetnek a fiirddvizekbe.

e multiplex PCR

A multiplex PCR vizsgalatok soran vizsgalt kiterjedt spektrumu B-laktaméaz (ESBL) cél gének a
SHV (739 bp), TEM (422 bp) és CTX-M (590 bp) gének voltak. A makrolid-rezisztencia gének

esetében az ermA, ermB, ermC, msrA, és mef gének vizsgalatat végeztiik el.



Eredmények és értékelésiik

1. A kuatvizek fizikai-kémiai paraméterei kozott tobb atfedés figyelheté meg: mindharom kutvizre
jellemz6 (a halézati vizhez képest) a jelentds natrium ion, kalcium ion, magnézium ion, klorid ion
¢s hidrogén-karbonat ion tartalom. A GY'1 kutvize az arzén, a GY2 kutvize a vas és szulfat, a GY3
kutvize a fluorid tartalomban mutat egyedi jellegzetességeket (2. tablazat). Az Osszes szerves
széntartalom (TOC) és a KOIps alapjan a kutvizek szerves anyagban szegény vizek.

2. Az altalunk alkalmazott taptalajok segitségével a medencék becsiilt csiraszama legalabb egy
nagysagrenddel magasabb volt a kutvizekhez képest. Ez egyrészt a medencékben érvényesiild
fiird6z6 hatasnak koszonhetd, masrészt pedig a kutvizhez képest megvaltozott kornyezeti
tényezoknek, a kiilsé kornyezetbdl bekeriilé mikroorganizmusoknak, kiilondsen a kiiltéri medencék
esetében. A medencék csiraszamai igen valtozatosak (1. tdblazat), alapvetéen elmondhatd, hogy a
to1to-1iritd rendszerli medencék minden fiird0 esetében magasabb csiraszammal jellemezhetok,

amely feltételezhetéen az lizemeltetésnek (a fertétlenitdszerek hianyanak) kdszonhetd.

Osszesiraszam | Osszesiraszam | 1070
Mikroszképos specidlis héspenton R2A 10% MM
Vizmintak sejtszam  Spect: pep agar- R2A agar- MM
. taptalajokon agaron - .
(sejt/ml) (TKE/mI) (TKE/mI) agar gelrite agar gelrite
(TKE/ml) | (TKE/mI) | (TKE/mI) | (TKE/ml)
GY1K 670000 340 0 12,5 630 108 608
GY1TU36 930000 8200 400 560 11000 10400 11000
GY2K 14000 170 20 110 120 210 240
GY2TU38 4900000 400000 20000 910000 250000 340000 102000
GY2TU20 2600000 170000 2300 9800 140000 6400 11000
GY2VF38 780000 130000 1600 490000 19000 17000 1100
GY3K 6100 120 0 10 12 200 270
GY3TU38 1400000 64000 1700 60000 61000 68000 69000
GY3TU20 370000 8200 6500 6500 9200 5800 11000
GY3VF38 900000 2200 150 2300 2200 2300 2200

1. tablazat A vizmintak mikroszkopos sejtszam meghatarozasanak és heterotrof csiraszam becslésének eredményei
hotérkép formdjaban dbrdzolva. A tablazat tartalmazza a hagyomdnyos huspepton tdptalajjal és a specialis
taptalajokon végzett Osszcsiraszam becslés eredmeényeit. Utobbiakat a vizsgdlatok soran alkalmazott 4 féle
taptalajra kiilon-kiilon is feltiintettiik. GY1K, GY2K, GY3K: kitvizek; TU36: 36°C-os tolt6-iirité medence; TU3S:
38°C-os t61t6-iirité medencék; TU20: 20°C-os tolt6-iirité medencék; VEF38: 38°C-os visszaforgatdsos medencék.
MM: minimal-médium. A szinskdla az alacsonyabb értékektol (z6ld) halad a legmagasabb értékig (piros).

3. A mikroszkopos sejtszamokat tekintve a kutvizek Osszes sejtszama a tenyésztéses
eredményekhez képest legalabb egy (a GY'1 és GY2 flirdében 2-3 nagysagrenddel) magasabb volt.
A GY3 kuatviz esetében a tenyésztéses és a mikroszkopos sejtszamok esetében is alacsonyabb
értekeket kaptunk, mint a masik két gyogyfiirdd katvize esetében. Ez feltételezhetden a kuatviz
magas, 76°C-os homérsékletével magyarazhatd. A doktori kutatds soran a GY2 és GY3 fiirdd

esetében az els6 mintavételezéseket kovetden egymast kovetd 4 honapon at 4 alkalommal



mintavételeket végeztiink a kutvizekbdl és a medencékbdl egyarant mikroszkdpos sejtszam
meghatarozasara (2. tablazat).

A kutvizek mikroszkopos sejtszama nagysagrendileg azonos volt a mintavételi napokon, amely
annak koszonhetd, hogy a kutvizek nincsenek kitéve kiilso kornyezeti és a flird6z0 hatasnak. A
medencék tekintetében a nyitds elotti értékek a tolté-iiritd medencékben legalabb egy
nagysagrenddel magasabbak, mint a vizforgatasos medencéknél és ez a tendencia a nyitas utan,
flird6z6 hatas mellett is megmarad. A medencék tekintetében, a tenyésztéses vizsgalatokhoz
hasonl6an, a mikroszkopos sejtszam értékek a tolto-iirité medencéknél mindig magasabbak voltak,
mint a vizforgatassal iizemel6 rendszerek. Természetesen a flird6z0k szdma és a medencék mérete

fontos tényezo ebbdl a szempontbol.

Mikroszképos Mikr.oszl,mpos Mikroszképos Mikr.oszl,(opos
P, ez .z sejtszam i . " sejtszam
Vizmintak sejtszam nyitas cpx in 1 sejtszam nyitas cox in 3
16tt (sejt/ml) | WYias utan 1.4 2 (sejt/m) | MYitas utan 3.
¢ (sejt/ml) (sejt/ml)
GY2K 15000 11000 59000 27000
GY2TU38 590000 3900000 510000 2400000
GY2TU20 1600000 1700000 270000 210000
GY2VF38 200000 280000 86000 380000
GY3K 4800 55000 6200 3900
GY3TU38 1900000 2900000 980000 1900000
GY3TU20 320000 250000 1400000 240000
GY3VF38 27000 2000000 450000 750000

2. tablazat. Egymast koveté 4 honap mintavételezése soran kapott mikroszkopos sejtszam meghatarozdasanak
eredményei hétérkép formdjaban dabrdazolva. GY2, GY3: kitvizek; TU3S8: 38°C-os tolté-iirité medencék; TU20:
20°C-os tolto-iirité medencék; VF38: 38°C-0s visszaforgatdsos medencék. A szinskdla az alacsonyabb értékektol
(z6ld) halad a legmagasabb értékig (piros).

4. A kutvizek és a medencék képe valtozatos, a sikeresen tenyésztésbe vont baktériumokat NGS
segitségével is kimutattuk, molekuldris modszerrel megjelentek tovabba olyan taxonok is,
amelyeket kordbban szintén molekularis vizsgalatokkal mutattak ki szerte a vildgon, kiillonboz6
termalforrasokbol. Munkank soran a kutvizekbdl és a medencékbdl szamos, vizes kdrnyezetben
megtalalhatd taxont sikeriilt kimutatni az alkalmazott vizsgéalati modszerekkel. A kutvizekben a
Proteobacteria phylum képviseldi bizonyultak dominansnak relativ abundancidjuk alapjan, az
osztalyok és a nemzetségek tekintetében az egyes kutvizek kozott azonban kevés atfedés
tapasztalhato, ami feltételezhetOen az eltérd fizikai-kémiai tényezdknek koszonhetd. Vizsgalataink
soran szamos olyan taxont mutattunk ki, amelyek az elemek korforgalmaban fontos szerepet

toltenek be, ezaltal hatassal vannak az 6koszisztémakra és a viz kémiai tulajdonsagaira.



5. A kutvizekben megtalalhatd taxonok (Aquficae, Proteobacteria, Firmicutes, Deinococcus-
Thermus phylum tagjai) korabbi kutatasok alapjan termalforrasokban vilagszerte megtalalhatok.
Jelenlétiik feltételezhetden az extrém kornyezetnek koszonhetd: a termdlforrasok magas
hémérséklete, kémhatisa, kémiai tulajdonsagai befolyasoljak a termalforrasokban kialakulod
természetes kozosségeket.

6. Mivel a medencék vize a kutvizbdl szarmazik, ezért varhatd volt, hogy sikertiil olyan taxonokat
kimutatni, melyeket mind a katvizben, mind a medencékben jelen vannak. A kutvizekhez hasonléan
a tenyésztésbe vont nemzetségeket NGS segitségével is kimutattunk, relativ abundanciajuk azonban
valtozo volt.

7. Tenyésztéses ¢s molekularis vizsgalatokkal is kimutattunk olyan taxonokat, amelyeket korabban
vizes kornyezetekbdl izolaltak, ezek megoszlasa a kutvizek és medencék kdzott valtozo volt, mivel
a kutvizekhez képest a medencékben tobb paraméter is megvaltozik.

8. A medencékben talalhaté baktériumok tobbségét korabban uszomedencékbdl, rekredcios
fiirdokbdl, egyéb fiirdohelyekrdl kimutattdk, néhany koziiliik opportunista patogén, amelyek
kiilonboz6 megbetegedésekkel hozhatok kapcesolatba. A medencék baktériumkozosségeit tekintve
azonban nem ezek a mikroorganizmusok bizonyultak dominansnak, bar megjegyzendo, hogy a
tolto-liritd és a vizforgatdsos medencék kozott a vizkezelésnek koszonhetden kiilonbségek
figyelhetok meg.

9. Fekalis indikator és Legionella szervezetek egyik fiirddbdl sem voltak kimutathatoak. A GY2
beltéri tolté-iiritd 38°C-os medencéje (GY2TU38) a Micrococcus (dsszes coccus) szam és a
Pseudomonas aeruginosa tekintetében, tovabba mindkét fiirdé kiiltéri vizforgatasos 38°C-0S
medencéje szintén a P. aeruginosa tekintetében meghaladta a hatarértéket

10. A tenyésztéses modszerekkel Gsszehasonlitva a taxon sepcifikus PCR-ek eredményei alapjan
Acinetobacter baumannii és a Legionella nemzetség képvisel6i nem volt kimutathatok a mintakbol.
A Pseudomonas aeruginosa a GY2 beltéri tolté-iiritd medencéjében (GYF2TU38) megjelent,
ahogyan a coliform baktériumok szintén a 38°C-os tolto-iirité medencékben voltak jellemzok
(GY2TU38 és GY3TU38). A Stenotrophomonas maltophilia a GY3 fiirdé minden mintjaban és a
GY2 beltéri tolto-iirité 38°C-os medencéjébdl volt kimutathatd. Multiplex PCR vizsgélatokkal
makrolid-rezisztencia géneket egy mintdban sem mutattunk ki, mig az ESBL gének csak a GY2
beltéri tolto-iiritd 38°C-os medencéjében voltak jelen. Utobbi szintén a koérokozo/fakultativ
korokozé baktériumok eléforduldsara utal a medencében.

11. Ujgenerécios szekvenalassal minimalis relativ abundanciaval (1% alatt) mutattunk ki még olyan
nemzetségeket, amelyek emberi eredettel hozhatok Gsszefiiggésbe (pl. Dermabacter, Dermacoccus,
Kytococcus stb.). A kimutatott nemzetségek tobbsége a normal human bor és bélmikrobidta tagjai,

amelyek a fiirdézok altal keriilhettek be a medencékbe (1. abra).



12. Vizsgalataink soran a mikroszkopos sejtszam, a heterotrof csiraszambecslés és a szabvanyos
tenyésztéses eredmények is alatamasztjdk azt, hogy a vizforgatissal ilizemelé medencék
biztonsagosabb vizmindséget eredményeznek, mint a ferttlenités nélkiil lizemeld tolto-iiritd
rendszerek. Specidlis tenyésztéses modszerekkel és NGS-sel szintén ezen medencékbdl tobbféle
baktérium nemzetséget mutattunk ki, megjegyzendd, hogy a taxonspecifikus PCR vizsgalatok

fakultativ korokozok jelenlétét tobbszor igazoltak a tolté-iiritd, mint a vizforgatasos medencékbdl.
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Hydrogenophaga
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Hydrogenophaga, Rhizobium, Flavobacterium,
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Nem forras eredetii dominans nemzetségek:
Sphyngopyxis, Porphyrobacterium,
Hydrogenophaga, Shewanella
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nemzetségek:

Acinetobacter, Moraxella
Cloacibacterium
Stenotrophonomans
Pseudomonas, Staphylococus
Micrococcus,Microbacterium
Brevundimonas

Potencialisan human eredetii
fajok:
Acinetobacter johnsonii
Acinetobacter baumanni
Moraxella osloensis
Stenotrophomonas maltophila
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas stutzeri
Staphylococcus aureus
Micrococcus luteus
Microbacterium paraoxydans
Brevundimonas nasdae

Potencialisan human eredetii
nemzetségek 1 % relativ
abundancia alatt:

Dermabacter, Dermacoccus,
Kytococcus, Yimella,
Mobilicoccus, Atopobium,
Tannerella, Prevotella,
Nosocomiicoccus
Enterococcus, Streptococcus,
Murdochiella, Anaerostipes,
Blautia, Fusicatenibacter
Faecalibacterium,
Intestinimonas, Oscillibacter,
Subdoligranulum, Catenibacterium.
Dialister, Fusobacterium,
Leptotricha, Victivallis
Leptotrichia, Neisseria,

Haemophilus, Treponema

. ,/

1. dbra. A baktérium kozésségek szerkezetének valtozasa a kiitvizektél a medencékig, a fiird6z6 hatas figyelembevételével. GYIK, GY2K, GY3K: kutvizek, TU36: 36°C-os tlté-iirité medence;
TU38: 38°C-os tolt6-iirité medencék; TU20: 20°C-os tolt6-iirité medencék; VF38: 38°C-os visszaforgatdsos medencék.
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