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1. BEVEZETES

LA Vilag erdforrasai elegendek ahhoz, hogy kielégitsék mindenki sziikségleteit,
de nem elegedek ahhoz, hogy kielégitsék mindenki mohéséagat.”
Mahatma Gandhi

Elég csak a kdzelmult eseményeit attekinteni ahlmgy megértsik, milyen koérnyezeti
veszélyeket rejtenek magukban az emberiség egiezddo energiaszikseégletének kielégitésére
hasznalt fosszilis energiahordozdk, ezen belllsgémhidrogének, vagyis édaj szarmazékok. A
teliesség igénye nélkul @&xxon Walde1989), vagy eDeepwater Horizon(2010) mind-mind
koézismert nevek a sulyos kornyezeti kart okozésakpnyezések kozott. E két havaria esemény
altal okozott kdrnyezeti kar mértéke is jOl példazztermészetes forrasbol szarmazo, kitermelések
soran felszinre hozott, az olajipari technolégigda@adalékolt &svanyolaj kdrnyezetkarosité hatasat.
Erdekes, hogy mig @bbivel kapcsolatosan a kutatasi eredmények arréineinak be, hogy a
szarazfoldi szennyezések nyomai még ma is (husdtélével) megtalalhatéak az egykor érintett
partszakaszon (Li & Boufadel, 2010), a masik esethe egész vilagot bejarta a hir, miszerint a
tengeri olajszennyezeés tulajdonképpen mégsa szennyezés helyszinén talalhaté olajbontasra
képes mikroszervezeteknek koszovkat(Hazen et al., 2010).

A XXI. szazadban az emberiség altal teremtett izédil kornyezet szinte mindenédllitasi,
mikodési folyamata energiaigényes, melynek alapjfisazilis energiahordozok jelentik, igy az
olajipari termékek elégetése utjan nyeshenergia. A vilag jelenlegi féjési iranyaval, vagyis a
civilizacié globalis mérdt terjedésével parhuzamosai az azt ellaté energia felhasznalasa. A
jelenlegi tendenciak mellett ma mar jol lathatégh@z a fokozodo fosszilis energia igény egyre
problémasabb moddon kielégithed véges természetes olajkészletékbz koolaj iranti nbvekd
kereslet és az eddigi kiterndehelyek kimertlése olyan, eddig fel nem téart, vaghezen elérhét
készletek iranyaba hajtjak a feltardsokat végallalatokat, amelyeket ez idaig gazdasagi, vagg m
okbdl nem tekintettek kitermeletderuleteknek. Ebll kdvetkezik, hogy olyan olajmék ipari
feltarasa is megkeddott, illetve megkezédik, ahol eddig, példaul a kornyezeti, természeti
szempontok szabtak gatat a kitermelésnek (pl. idajkelés természetvédelmi terlleteken). Ezek a
folyamatok sajnalatos médon a {iie nézve dlrevetitik azt is, hogy a tovabbiakban is szamit&nun
kell a fent emlitett havaria szintszennyezésekre nem csak a vilag tavd@ esszeiben, de
Eurépaban és hazankban is (Juhasz, 2010).

A legtobb kornyezeti szennyezést, akarcsak a wWiladmzankban is az olajszarmazékok
okozzék (Baroétfi, 2000). Igy a hazai kdrnyezetvédetyyakorlat egyik leggyakoribb kihivasa a
felszin alatti vizek és a foldtani kozeg szénhiémgzennyezettségenek felszamolasa (Atzél, 2008).
Magyarorszagon a szennyezéseket ugyarbkégipen nem a kitermelés soran keletkpmblémak
okozzak, de a szallitasbadl (pl. vezetéksérulésak)lasbol (pl. egykori lzemanyag tartalyok) és az
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olajtermékek kiszolgalasabdl (pl. @dlomasok) szarmazo szennyezések az egész orsikjcre
jellemzek. A vilagon lejatszddd tendencidkhoz hasonl6 dolgtok nalunk is éreziietk pl. a
feltarasok, vagy az ujonnan fektetett szallité w&zek nalunk is megjelennek természetvédelmi-
(pl. olajfuras a vétyembsbikkosben), illetve a felszin alatti viz szempandj érzékeny, illetve
fokozottan érzékeny tertleteken.

Az olajipari szarmazékokbdl adddo kornyezeti szemédgek szempontjdbdl, s ez mas,
kornyezetre veszélyes tevékenységek esetében i Bjamegeizés kell, hogy jelentse a
kornyezetvédelmi munka édleges feladatat. A szennyezés bekdvetkezése uthdrrgezeti
elemek, valamint a természeti értékek ugyanis jmrolmértékben karosodhatnak, hogy azok
helyredllitdsa jelefis mennyiséf) gazdasagi eszkoz, illetve energia befektetéstygjerha az
egyaltalan lehetséges. A szennyezés bekdvetket@iseauhazai jogi szabalyozasnak megéele)
altalaban a szennyezéssel kapcsolatos informacsdeegyijtése és kornyezetvédelmi célu
ertékelése (tényfeltaras) utan a tervezési és ekdzési szakaszban a helyi adottsagoknak
megfeleben Ggy kell eljarnunk, hogy a szennyezés felszésaolainél hatékonyabban menjen
végbe. Az ilyen, un. ¢&wégi szennyezések felszamolasara ma méar szamoszendodd
rendelkezéstinkre. A modszerek lehetnek példaukdizikémiai, termikus, vagy szigeteléses
eljarasok, valamint az ezek kozul leginkabb terrag&pzelinek szamitd bioldgiai médszerek. Az
ilyen médszerek lényege a természetédoerasok, példaul prokaridta szervezetek (baktéokim
xenobiotikumbonté képességének alkalmazésa a kéesitds érdekében. Az Amerikai Egyesiilt
Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala (US EPA) mindelyan esetben, amelyben csak lehetséges, a
biologiai modszerek alkalmazéasat részeséingben az egyéb eljarasokkal (termikus, fizikai-ka&mi
stb.) szemben. A biol6giai mdodszerek |ényege a demetes éforrasok, példaul prokariéta
szervezetek (baktériumok) xenobiotikumbontdé képpaseék alkalmazasa a karmentesités
erdekében. Ennek egyik legegydddy modszere a természetes Ontisztuld képességakiaka,
vagyis a szennyezett terlleten bontd képességgeleliee? mikrobak bontasi kapacitasanak
felmérése és alkalmazasa. Ezért a szénhidrogénnyszads hatasara kialakuld mikrobiota
Osszetétele a kérhely oOntisztuld6 képességének memgise szempontjdb6l meghatarozo
jelentbsédi. Masik lehetséges modszer a bioaugmentacio, maelgnsigazoltan szénhidrogén
bontasi kapacitassal rendelkezbaktériumok felhasznaldsa torténik. Az ilyen leidon
mikroszervezetek alkalmazasdnak géatat szabhatisakranyezett terilet kbrnyezeti tén§ieanint
pl. a szennyez anyagok mennyisége, Osszetétele, valamint az adottegben ¢l
mikrobakozosségek. A bioaugmentacio segitségévwht téermészetes korulmeények kozott a
szenhidrogén szennyezések felszamolhatok, amemyilszennyezett karhely kérnyezetvédelmi,

valamint biologiai és geokémiai tulajdonségai abelvé teszik.



A szénhidrogének lebontasanak kulcs szervezetaki@itiumok mellett a mikrobialis gombak
(Leahy, 1990). Jelen dolgozatban a szennyezetietekiimikroba popoulaciéjanak jellemzését, E.
Diaz 2008-as munkajahoz hasonléan, csak a szerzeanyesd anyagok mikrobioldgiai
biodegradacioban részt \ebakterialis kozosség elemzésén keresztil muthguk

Dolgozatom elédleges célkitiizése annak megallapitasa volt, hogy a szennyezés
mennyiben valtoztatia meg a bakteridlis kdzosséqg derzitasat, faji Osszetételét, valamint
megjeldlhebk-e olyan kozosség alkotok, amelyek csak a szenngd#zvagy az ugyanazon
terlletr 61 szarmaz6 nem szennyezett (a tovabbiakban ,hattéj’mintakra jellemzéek, vagyis a
kornyezetvédelmi gyakorlat szamara a jogben un. biomarkerként alkalmazhatok Ennek
érdekében biolégiai és geokémiai monitoring rendsagékodtettiink, amely sordn harom hazai
olajszarmazékokkal szennyezett helyszin tobbcélisgalatat valositottuk meg. A célkies
megvalositasa eérdekében oOsszeflggéeseket kerestihkttér és szennyezett mintak kémiai
analitikai, valamint toxikologiai eredményei kdzétatisztikai moédszerekkel. Ezen felll a mikroba
populaciok részletesebb megismerése érdekében ramyszett helyszine&l szarmazdé talajviz
mintak analitikai és mikrobiolégiai vizsgalatdn taholekularis biologiai mddszereket is
alkalmaztunk: elvégeztik a mintakbdl szarmazé keedis 16S rDNS terminalis restrikcids
fragment hossz polimorfizmus (T-RFLP) alapu elerakzésgalamint kldnkdnyvtarak segitségével
meghataroztuk a k6zdsség alkoté baktériumokat. ofnbirkerek keresése érdekében szintén a T-
RFLP adatok felhasznalasaval statisztikai elemzagsaigeztink, mind a szennyezett, mind a hattér
mintak esetében. A hasonl6é kutatasoktdl édartehat az azonos teritdtszarmazo szennyezett
mintakon felll azonos terllétrszarmazé hattér mintak analitikai, toxikologia énikrobioldgiai
tulajdonsagait is vizsgaltuk.

Mint fent emlitettem a szennyezések felszamolasakaknyezetvédelmi szempontbdl
leginkabb elfogadhaté mdédja a bioaugmentacio, wgyszennyezett kbzeg oltasa (inokulalasa)
igazoltan bonté mikrobakkal. Dolgozatom masodikzében célunk olyan szénhidrogén bontd
baktériumok izolélasa volt, amelyek szintén szematteteriletekdl szarmaznak, de tulajdonsagaik
alapjan okszéien felhasznalhatok lehetnek az emlitett szénhiareigéel szennyezett monitoring
helyszineken. Ehhez a monitoring helyszidekfliggetlen szennyezett tertletékr olyan
mikrobakat kerestiink, amelyek in vitro igazolhatéan képesek szénhidrogén szennyezések
lebontasara Ezeket a mikroszervezeteket olyan hazai terilétaslzarmazo kornyezeti mintakban
kerestlk, amelyek mikrobialis k6z6sségét érintetienhidrogén szennyezés, azt feltételezve, hogy
a szennyezés hatasara nagyobb szamban szelekiddmadott kozegben degradacios képesseggel
rendelked baktériumok. Ahhoz, hogy ezeket a mikrobakatokésoltoanyagkent is fel tudjuk

hasznalni, ismerni kellett azok degradacids, patibgs tulajdonsagait, ezért az Gjonnan izolalt



torzseket szintén 16S rDNS alapu vizsgalatokkatidlinet al, 2010 @irasait kdvetve faji szinten
identifikaltuk.
Tudoméanyos munkank nem vart eredménye volt, hogyt@abi munkaszakasz soran olyan

mikroba torzset izolaltunk, amely a molekularislbgiai €s egyeéb vizsgalatok eredménye alapjan
egyeddig ismeretlen, Uj baktérium faj leirdsdoz vezetett.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A szennye# anyagokra vonatkozd, jelenleg hatalyos 6/2009. (W) ,A foldtani kbzeg és a
felszin alatti viz szennyezéssel szembeni védelméhigkséges hatarértékékés a szennyezések
meérésafl” cimi KvVM-EUM-FVM egylttes rendelet tartalmazza azonmia@ elemek és
vegyuletek listajat, amelyeket kérnyezetvédelmingzentbdl kockazatosnak tekintiink. A rendelet
a 219/2004. (VII. 21.) ,a felszin alatti vizek véaérsl” cimi Kormanyrendelet alapjan
meghatarozza az ezen anyagokra vonatkoz6 ,B” sezetigégi hatarértékeket. A szennyezettségi
hatarérték az a szennyemnyag-koncentracio a felszin alatti vizben, illetvédldtani k6zegben,
amelynek bekodvetkeztekor a féldtani kbzeg, a falstatti viz szennyezettnek ndsill. Munkank
soran - a hatalyos jogszabalyok alapjan meghattirezaénhidrogén szarmazékokkal szennyezett

terlletekél szarmazo baktériumok tébbcéllu vizsgalatat vedeelil

2.1. Szénhidrogének, mint kockdzatos anyagok

Szénhidrogén szennyezéseket a foldtani kozegletyella felszin alatti vizbe mesterséges
aton juto Kolaj szarmazékai és termékei okozzak. Az asvanyldjnyire sétét szin dirtin folyo
anyag, szamos (esetenként tobb ezer) vegyllet daveamelynek Osszetétele abfeidulasi
helytsl fliggéen valtozik. Kémiailag a nyersolaj kulonlgozegyiletek bonyolult elegye, ezernél
tobb telitett (egyszeres-), illetve telitetlen @8boros kovalens kdtéseket tartalmazd) szénhidrogén
komponenst tartalmaz, amelyek a legveszélyesebbrosz&nnyedk kozé sorolhatok. A
nyersolajokban, a szénhidrogéneken tul kis mengpisé oxigén, kén- és nitrogén tartalmu
vegylletek, valamint femkomponensek is lehetnekii®nbo® kéolajok atlagos elemi 6sszetétele
viszonylag tag hatarok k6zott mozog: 81-87 % si@nl4 % hidrogén, 0-7 % oxigén, 0-6 % kén,
0-1 % nitrogén. A szénhidrogének 6sszetételét tekia lbolaj (nyersolaj) kilonb&zszerkezdt és
molekulatémed, nyilt szénlancu (alifas), ezen belll egyenes lanéd, normal (n-) paraffinok,
elagazdé szénlancq, izo (i-) paraffinok,igys szénlancu (aliciklikus), ciklo (c-) paraffinok és
aromas girit tartalmazo, valamint a tdbb aromas tigy magaba foglalé poliaromas
szenhidrogének (PAH) elegye. Az 6sszetétel alapjagkiulénboztetiink paraffinbazisu, atmeneti
és nafténbazisudblajokat (ez utdbbidleg aromas, illetve poliaromas szénhidrogénekédltaaz).

A tiszta normdl paraffinok szagukrol alig ismedietel, az illékonyabb homolégok (pl. n-heptén,
n-oktan és n-nonan) inkdbb kellemes, jellegzetésngycsszer szaggal rendelkeznek, a magasabb
forrpontdak pedig szintén szagtalanok. Az olajtdm@kétipikus ,benzinszagat” talnyomoan az
izoparaffinok, az aromas és poliaromas komponeadgk (Hancsok, 2004; Marko, 2005).

A vilag energiatermelésében és fogyasztasabansailiesenergiahordozok {olaj, foldgaz,
koszén) kozel 80%-0s szerepet jatszanak. Ennek tdbb fele a Kolaj égetéséll szarmazd

energia. A British Petrol adatai alapjan a vilag kéolaj termelése 2009-ben kb. 3800 milliard
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tonna volt. Magyarorszagon az energiaellatas 1&armazik Kolajbol (7-8 millio tonna),
amelynek 2/3-at importaljuk. A nyersoddajat, ebtisztitast koveten (propdn és a butan
levalasztasa), frakcionalt desztilldlassal valagzgzét nyers benzinre, petréleumra, gazolajraj ken
és paraffinolajra, valamint aszfaltra (desztillalasaradék). Ezeket aélbb parlatokat tovabbi
tisztitasi és desztillacids technologiakkal fingaktés a felhasznalasnak megfédeli adalékoljak
(Nador, 1982; Szabd, 1989; Nagy, 2000; Barotfi, ORacz et al., 2002; WHO, 2008; Biritish
Petrol, 2010).

A koéolajtermékek kozil a keverékanyagok, mint a gazadinbenzin, a kdzépparlatok, a
kensolajok és a kulonbdripari célvegytletek, mint pl. a metil-terc-butdét(MTBE) okozhatnak
nagyobb mérték talaj- és talajviz-szennyezést. Az olajipari tekeiden €% folyekony ¢gzok,
gazok ugyanis a beszivargaste|érészt elparolognak, a nehéz olajok és a bitupedig csak igen
kis mértéekben tudnak beszivodni a talajba, sokbeseimpregnaljak azt. Esetlikben nagyobb
kockazatot az okoz, ha a szennyezett terlletekaln @mnehéz olajok valamilyen szerves oldészerrel
egy idbben és térben jelennek meg (hazankban pl. vasuiidjeallomasok terlletén, vagy
szomszédos ipari technoldgiak esetén). Mivel arkigdt szénhidrogén elegy, vagyis az asvanyolaj
is a kornyezetre, az 0Okoszisztéma egyes elemeirazésgészségre veszelyes anyag, S ezen
tulajdonsagat altalaban csak fokozza a felhasznédfisak megfelél mesterséges adalékolasa, az
olajipari termékek kockazatos anyagnak, a veliknisgedott fel nem felhasznalt ipari
melléktermékek pedig veszélyes hulladéknakéasiinek. Eppen ezért minden olyan tevékenység,
amely soran a kornyezeti elemekbéolaj, vagy szarmazékai kerulhetnek kockazatosnak
tekintendk és potencialis szennyiprrasok. A talaj és talajviz szennyeése ezek alapjan
eléfordulhat a Kolaj kitermelése, feldolgozasa, az egyes termékékitsa, szakszdten tarolasa,
kiszolgaldsa masodlagos szennyezése (pl. Iégszais)ytolyaman. Karos hatasa, hasonléan mas
kérnyezeti szennyékhoz, figg a kornyezetbe jutott szenmymzyag mennyiségét
tulajdonsagaitdl és a lokalis kdrnyezet adottsayditilajadottsagok, talajviz mélysége, csapadék
mennyisége, éghajlati, dgarasi tényedk, természetes és épitett kdrnyezet). Az asvanyesaj
szarmazékainak vizeink ntiségére gyakorolt karos hatasa sokiranyu. A szémiparek altaldban
meérgedek a vizi életkozosségekre. A toxikus hatas kul@tbkehet, nagymértékben fligg a
vegyulet vizben valé oldhatésagtol (Barotfi, 2008).szénhidrogének kdrnyezetkarositd hatasai
kozott leggyakrabban az aldbbiak szerepelnek:

a.) A szénhidrogének egyes vegyilletei iz- és szagrastlghetnek. igy az ivé-, illetve felszini
vizbe kerilve mar igen kis mennyiségben is fogyesatalkalmatlanna teszik vizeinket.
b.) Az illékony komponensek a levégoxigénjével tiz- ill. robbanasveszélyes elegyet

alkothatnak.
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c.) Egyes aromas és poliaromas vegyuletek bizonyitath&keltt hatassal birnak, valamint
toxikusak, mutagének lehetnek. Ezek kozll néhady bkon at felszivodva is karcinogén
hatéasu lehet (pl. benzol).

d.) Gozeiket belélegezve a veraramba kertlnek, mely akat toxikus reakciot, majkarosodast
vagy teratogén hatast valthatnak ki.

e.) A talajba, talajvizbe beszivargé szénhidrogénekshatsh-révidebb ideig perzisztalnak és

terjednek a talajban, a kézeg hidraulikus véz&pessége, szerves anyag €s agyagasvany

tartalma, valamint mikrobiologiai aktivitasa fuggw&ben.

f.) A szénhidrogén szenny@z apolaros jellegik miatt a kapillarisokbdl a vizéevedit
kiszoritjak, anaerob talajallapotot okoznak.

g.) Hatasukra gatlédhatnak a biolégiai anyagkdrforgabmiszerek.

h.) Az olajszarmazékok &l és/vagy talajvizbe, illetve rétegvizekbe kerulaezal szétterjedve
(migralva) a szennyémorrastol jelends tavolsagban is kifejthetik kdrnyezetkarosito
hatdsukat (Walker et al., 1975; Nyer, 1993; Wils&nJones, 1993;Barotfi, 2000;
Szoboszlay et al., 2002; WHO, 2008, Tancsics €(l0).

A szénhidrogének human egészséglgyi hatasai kémvetkpozicié esetén majd minden
emberi szerv esetében jelentkezhetnek. Az altakazait tineteket és szervi elvaltozasokat az 1.

sz. tablazat tartalmazza.

1. szamu tablazatSzénhidrogének altal okozott tiinetek és elvalmzéBordas, 2005 nyoman)

Erintett szervek Tunetek

Légzszervek Nehézlégzés, ciandzis, vérkopésidddma, tidgyulladas, lipid pneumonia
Depresszio, excitacio (belégzés és lenyelés uddarisag, nisztagmus,
egyensulyvesztés, hanyinger, hanyas, faradtsagriélteég, alvaszavar,
tudatvesztés, ébz és motorosidegek karosodasa (paralizis), Pankitistetek

Kdzponti idegrendszer és
periférias idegek

Gyomor és bélrendszer Hanyinger, hanyas, hasmbeasfjdalom
M4j Majenzimértékek emelkedése, gyulladas, fibrozis
Vese Akut turbularis nekroézis, fehérjevizelés, vaziés

Véralvadaszavar, hemolitikos anémia, csowtkdrosodas, akut leukémia,
methemoglobinémia
Bér Kiltések, erithémak, allergias elvaltozasok

Vér és vérképz szervek

A fejezet bevezéjében emlitett 6/2009. egytttes rendeletal& komponenseket haror f
szennye& anyag kategoriaba sorolja: alifas szénhidrogérnigRH), benzolok és alkilbenzolok
(BTEX vegyuletek) valamint a policiklikus aromaséshidrogének (PAH). Az Egészségugyi
Vilagszervezet (WHO) ivoviz miségre vonatkozo ajanldsa - hasonléan a magyar GO /X.
25) kormanyrendelethez - altaldnossagban olajipemnékekre kilén-kulon nem &llapit meg
hatarértéket, de jonéhany szénhidrogén (pl. beretiltbenzol, toluol, xilolok, benz(a)pirén)
esetében meghatarozza @xtHO, 2008).
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2.1.1. Osszes alifas szénhidrogének (TPH)

A nemzetkdzi kérnyezetvédelmi gyakorlat ,Total BetHydrocarbon (TPH)” elnevezéssel
illet minden l6olaj eredel, Cs-Cyo-ig terjeds szénatomszamu szénhidrogént. Ezzel szemben a hazai
jogszabalyokban a TPH csoportba csak az alifasC,gvegylleteket soroljak (tovabbiakban ez
alapjan értelmeze®l A TPH vegylletek kémiailag lehetnek telitettek télitetlenek, valamint
ezen belll egyenes, eldgazo ésirgy lancuak. A TPH-n beldl elktlonitjuk a VALPH (Vdila
Aliphatic Petroleum Hydrocarbon) vegyulleteket, ayvkl illékonyak és 5-10 szénatomot
tartalmaznak & komponensként (megtalalhatéak gazolinban, benmisekerozinban), illetve az
EPH vegylleteket (Extractable Petroleum Hydrocaybamelyek kevésbé, vagy egyatalan nem
illékony vegyluletek (gazolaj, kénlajok f6 alkotorészei) (Szoboszlay & Kriszt, 2010).

2.1.2. Aromas szénhidrogének

Telitetlen gyiris, konjugalt ketis kotést tartalmazd, jellegzetes szagu, szervegilatgk.
Lehetnek mono-, illetve poliaromas szerkée&f utObbi esetben az aromasigik kozos
szenatomokon keresztil épitik fel szerkezetikegeggszeibb képvisedjik a hat szénatomot és
hat hidrogént tartalmazé benzol, amelynekirgjét a kotésben részt vészénatomok elektronjai
stabilizadlnak (Markd, 2005). A 6/2009 (IV. 14) edwis rendelet monoaromas, BTEX és
poliaromas, PAH vegytleteket kilonit el.

2.1.2.1.BTEX vegytuletek - Benzol és alkilbenzolok

lllékony, monoaromas vegyiletek, melyek koézil ajdlEmitsebbek a csoport névadéi: a
benzol, toluol, etil-benzol és axilolok. A csoport vegylletei méar igen kis koncewtédan
toxikusak, st a benzol emberben bizonyitottan huméan karcinopé@tasa (WHO, 1982),
belélegezve mérgéaegylilet.

Erésen kormozo langgal €g é8zgi a levegvel robbano elegyet alkotnak. A kémiai iparban
mutatott szadmos @hyos tulajdonséaga ellenére a felhasznaldséat karlateell, mivel e6s méreg.
Karositja a csontvét, karositja a hajszalerek falat és véralvadasazat is okozhat. JOl oldodik
lipidekben, ezért az olyan lipidgazdag sztvetekimozodhat fel, mint a csontéelmellékvese,
idegrendszer. Ez utdbbi magyarazza, hogy fejfajéstyingert, eszméletlenséget is okoz (Breuer,
1995). A benzol altal okozott halél altaldban l&gmmnulas miatt kovetkezik be. (Dési, 2001). Az
expozici6 megdsmése utan akar évek mdualva is kialakulhatnak rodstai nyirokszervi
daganatok, fehérviéség (Lang, 2002).

A toluol (metil-benzol) szintelen, benzolra emldiey szagu, gyulékony, mérgéz
folyadék. A benzolhoz hasonléan ipari oldészerkiéaszndljak, sokféle ipari termék kiindulasi
anyaga. A toluol az idegrendszerre esbaedizgatd hatast fejt ki, de a benzollal ellengéétimem

vérméreg (Breuer, 1995).
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Az etil-benzol esetében a benzolugihoz egy etil csoport (-CHCHz) kapcsolodik.
Jellegzetes szagu, viztiszta, mozgékony, égfaiyadék. Kémiai reakciéi a benzol és az etan
reakci6ihoz hasonlitanak.

A xilol (dimetil-benzol) aromas szagu, viztisztaghét) folyadék. Kémiai szerkezete a
toluolhoz hasonld, de a xilol esetében a benzétigywz két metil csoport (-C# kapcsolodik. A
két metl csoport egymashoz képest harom kulGhlgydrialkotdé szénatomon helyezkedhet el, igy
harom térbeli izomerje ismeretes az orto-, meta-para-xilol. Az izomerek tulajdonsagai kissé
kulonboznek egymastdl (Breuer, 1995). Az izomerékik foleg a p-xilol fejt ki izgaté hatast az
idegrendszerre és érpe (Dési, 2001).

2.1.2.2.PAH vegyluletek - Policiklikus aromas szénhidrogének

Tokéletlen égés, valamint névényi, allati szervekdtomlasa soran keletkeregyiletek, de
a nyers Kolajban is megtalalhatok. A rendelet alapjan a cdgba 19, tobb (2-7) aromas igyt
tartalmaz6é szénhidrogén tartozik, melyek a naftdlinételével nem illékonyak. Kozulik a
benz(a)antracén, krizén, benz(b)fluorantén, befia@iantén, benz(a)pirén, indenol(1,2,3-c,d)pirén
valamint a dibenz(a,h)antracén emberben bizongitothkkeld hatasu PAH vegyiletek (WHO,
2010).

PAH vegytletekkel dolgozatomban nem foglalkoztanTPH és BTEX vegylletek esetében
a foldtani kozegre, valamint a felszin alatti vimanatkoz6 B szennyezettségi hatarértékeket a 2.

szamu tablazat tartalmazza.

2. szamu tablazatA dolgozatban vizsgalt szerves szenjae vonatkoz6 B szennyezettségi hatarétékek [6/2009
(IV.14) KWM-EUM-FVM egyiittes rendelet alapjan] *BA egyéb alkil-benzlok

Szennyezettségi Mérték- A vizsgalt szénhidrogén vegyiiletek

hatarérték (B) egység TPH Benzol Toluol Etil-benzol Xilolok EAB*
Felszin alatti viz pa/l (mg/l) 100 1 20 20 20 20
Foldtani kozeg mg/kg 100 0,5 0,2 0,2 0,2 0,2

2.2. Szénhidrogén veqgyiiletek bioldgiai lebontasa

A mikroorganizmusokban anyagcsere folyamataik soédland6 kémiai éatalakulasok
zajlanak, biomolekulak szintetizalédnak, lebomlamakapanyagok és a mar szikségtelenné valt
molekulak (Boross & Sajgo, 1993). Kulondsen igaadalajban €l lebonté mikrobakra, amelyek a
szerves anyag bontasdban (mineralizacio), atasddtdn (transzformacio) vesznek részt. A talajok
biologiai kozdsségei igen rugalmas adaptaciés mmtiképeznek az idegen és az () kémiai
szerkezetek lebontasara, hatastalanitasara (SZ2488). A bontast megalapoz6 anyagcsere
enzimekkel katalizalt reakciok 6sszessege. Az eelziolyan fehérjék, amelyek aktiv centrummal
rendelkeznek, amely a meghatarozott szubsztratshimtasat teszi leh@té, igy katalizéljak a
kémiai reakciokat. Térszerkezetigkllakaddan specifikusan meghatarozzak a reakciulési és
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vegtermékét (Szeberényi, 2004). A mikroorganizmusalkal végzett katabolikus, illetve
transzformécids folyamatok 0sszességét biodegrmm@cinevezzik. A mikroorganizmusok ezen
képességét kihasznalva, lebsgig nyilik arra, hogy a mesterséges uton a kortiyezkerid
szennyedanyagokat kérnyezetkintémaodon eliminaljuk (Szoboszlay & Kriszt, 2010).

A biodegradacio lehet teljes, vagy részlegesibhil esetén a szerves vegyllet@kia
mineraliziciés folyamatok soran, széndioxid éskéletkezik, mig az utébbiban rendkivil sok és
valtozatos vegytlet alakul ki. A részleges bioddgid kovetkezhet az atalakitast v&gz
enzimrendszer valamely tagjanak hianyabdl, vagyhbingy a korlilmenyek nem optimalisak a
lebontd szervezetek szamara, igy részlegesen okiit#i termékek keletkeznek. Mas esetekben a
sejt bioszintetikus folyamatai révén a kiinduldsegyileteknél komplexebb és sok esetben
toxikusabb anyagok johetnek létre. Ezek a kornyezetagy az emberi szervezetbe keriilve akar
kockazatosabbak is lehetnek, mint a degradalninkiszennye&anyagok (Maier, 2000). Adolaj -
ahogy azt korabban bemutattam - egy komplex keyeaékegkilonbo&bb szénatomszamd,
illékonysagu, oldhatosagu és polaritdst szénhidrelgészéles skalajat tartalmazza, valamint kis
mennyiségben oxigén-, kén-, és nitrogéntartalmiyiteteket és fémkomponenseket. Egyes
prokariotak rendelkeznek olyan enzimekkel, melyekebvé teszik, hogy ezeket az Osszetett,
szerves vegyilleteket szénforrasként hasznositagjgktu(Pesti et al., 2001). Az egysier
szénhidrogének egy része biolégiailag konnyen eliiofs kevésbé toxikus anyagok jonnek létre.
Naluk joval kockazatosabbak az aromas és a polésoregylletek (Németh, 2001). A karhelyek
mikroba koézdsségének jonéhany tagja részt vehetnabxotikumok lebontasaban, példaul ugy,
hogy az egyik mikroba &ltal végzett degradacié eégékét egy masik mikroszervezet
tapanyagként hasznositja (Szabd, 2008).

A szénhidrogén bontasi képesség széles korbernjeditea mikroszervezetek kozoétt. Tobb
kulonbo®d baktérium és gombacsoport is rendelkezik ezzellajdonsaggal. Atlas (1981) 22
baktérium, egy alga és 14 gomba nemzetséget endiyek mind vizi kdrnyezett lettek izolalva.

Az altaluk emlitett legjeledsebb szénhidrogén bontéxonok: Acinetobacter Achromobacter
Arthrobacter Micrococcus Nocardia PseudomonasVibrio, Brevibacterium Corynebacterium
Flavobacterium Candidg Rhodotorulaés SporobolomycesSzamos j6l ismert szénhidrogén bonté
mikroba tartozik a Proteobaktériumok csoportjalgddaul aSphingomonag-Proteobaktériumaok

a Comamonas Burkholderig Ralstonig Delftia, Acidovorax illetve a Hydrogenophaga(B-
Proteobaktériumok valamint a Pseudomonas(y-Proteobaktériumok nemzetség tagjai. A
Proteobaktériumok bontasi mechanizmusa és ezehdsliubsztrat specifitasuk, illetve a lebontas
folyamata j6l ismert folyamatokon alapul (Arai df 4998; Zhang, 1999; Khang et al, 2000;
O’Sullivan et al, 2005; Ryan et al, 2007; Fahy kt 2008). Ennek megfel&n, ahogy azt a
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.Bevezetes” fejezetben is emlitettik jelen dolgbaata bakterialis bioremediaciéval foglalkozunk
részletesen.

Az optimdlis bontashoz kedw&zkdrnyezeti feltételek megteremtésére van sziuk€dgan
kornyezeti valtozokat kell figyelembe venni, minz aldott oxigén mennyisége, a pH, a
homérséklet, a nedvességtartalom, az elektron akwdptoegléte [pl. a szervetlen tapanyagok
megléte (6ként nitrogén és foszfor)], a talaj pérustérfogéatitpttsége, a leiszapolhaté rész aranya,
illetve a gatld ténydk (extrém toxikus elem tartalom, névényéésker maradvany, szabad fazisu
szennyezes stb.). A lebontads kezdeti lépéseibensdadrepet jatszé oxigenazok molekularis
oxigénigényet ki kell elégiteni, igy a bioremed@sibran fontos az aerob feltételek megteremtése
(Toth & Tancsics, 2009).

2.2.1. Karmentesitési technologiak

A szénhidrogének és egyeb szeniykekozeglbl valo eltavolitasara napjainkban szamos
technoldgia ismert. Ezek a kdrmentesitési modszeteitnek fizikai-kémiai, termikus, izolacios,
illetve bioldgiai eljarason alapuldk. A karmentéstt(beavatkozas) végezhetjiksity, vagyex situ
modszerekkelln situ technoldgiakrol akkor beszéliink, amikor az elsyemptt kozeget olyan
modszerekkel tisztitjiak meg, mely soran a szennyk&deeget nem termelik ki, valamint a tisztitott
felszin alatti vizet visszanyeletik, szikkasztjakedalleten belll. Azx situtechnoldgiak esetében a
szennyezett kdzeget, illetve felszin alatti vizéermnelik, és csak kitermelés utan altalaban jél
kontrollalhaté korulmények kdzoétt mentesitik a spmranyag(ok)tol (Bardtfi, 2000; Németh,
2001; Szoboszlay & Kriszt, 2010).

2.2.2. A biodegradacios eljarasok és azok csoportositasa

Mint ahogy a bevezetésben emlitettik az US EPAna Beavatkozasi modszerek kozil a
biologiai mbédszerek alkalmazasat részesitngben minden olyan esetben, ahol ez lehetséges
(Szoboszlay et al., 2002). A bakterialis alaponezdgé biodegradacios eljarasoksalei, hogy a
felszin minimalis bolygatasaval jarnak (csekélyesaélye mas kdzegek elszennyezésének), nagy
kiterjedési teriletekre is alkalmazhatdak, koltségik rovidotawiszonylag alacsony (nincs
kitermelés, szallitas, 66 a technologiai megoldasok is lehetnek koltségkiald, a talaj
élovilagaval kiméletesek. A legtermészetesebb karrséate modszernek a bioldgiai eljarasok
tekinthetk (Szoboszlay & Kriszt, 2010).

Mig a szennyezett talajok fizikai-, illetve kémtaiztitAsa kdbméterenként 7-800 dollarba is
kerllhet, ugyanilyen mennyisédalaj mikrobakkal tortéi rekultivalasa 2-300 dollar koril mozog
(Toth & Tancsics, 2009). Emellett a biolégiai efjgok altalaban kisebb energiaigénnyel birnak, igy
az energiaegységre vonatkozé karmentesitési hasagyobb lehet. Szerves szenrgzyagok

mikroszervezetek altal tortériebontasa, atalakitasa soran, idealis esetbednl@i® oxidaltsagi
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foku vegylleteken keresztll dénbhanyadban szén-dioxid és viz keletkezik.iAzitu remediacio
hatranya, hogy a maradék szennyezettség és aekimkek miatt a munkélatok soran fokozott
kockézattal kell szamolni, hiszen a szennyezetinygeti elem/fazis nincs izolalva a nem
szennyezett kdrnyezétt

A biodegradacios eljarasok alkalmazasanal figyekekddl venni:

1. Alacsony lEmérsékleten a lebontas lényegesen csokken, vagyesisaallhat.

2. A mikroszervezetek szennyezésités bontd képessége valtozo.

3. Az eljaras kezdete &t a szabad fazisban k&$zennye&anyagokat el kell tavolitani
(az anaerob kérulmények elkertlése miatt).

4. Patogén vagy fakultativ patogén mikrobék felszagsai és alkalmazasa jelént
egészségugyi kockazattal jar (Szoboszlay & Krizaf,0).

5. A szennyezés monitoring rendszerének kiépitésessgils lehet attol fuggetlentil,
hogy a tertleten minimalis beavatkozas torténily, dgbiologiai karmentesités hosszutavon
jelen®s koltségekkel jarhat.

Az alabbi alfejezetekben bioldgiai karmentesitpadait mutatjuk be.

2.2.2.1. Természetes szenngaryag csokkenés (Natural attenuatation)

Mesterséges beavatkozastdl mentes ,spontan degigdacelynek sordn a szennyezett
kozegben megjelén szénforrAshoz alkalmazkodva (adaptalédva) a kgghel 16w
mikroszervezetek kozlil azok szaporodnak fel, ankeligépesek a szénhidrogén vegyulletek
hasznositasara. A természetes uton megvalosuldéspbiodegradaciot ontisztulasnak is nevezik.
A mobdszer kivitelezhéségét a terlilet nagyban befolyasolhatja, mert atdébamikrobak
novekedéséhez és szaporoddsdhoz a szénforrasoh dgygb tapanyagokra és elektron
akceptorokra is szilkség lehet. A degradacios falyakn 6sszehasonlitva egyéb moddszerekkel
altalaban igen lassan mennek végbe. Kilonésenegazspontan biodegradacio esetében, hiszen a
bennszilott bakterialis mikrobakdz6sség tagjai ndiiztos, hogy rendelkeznek olyan
enzimrendszerrel, amely a jelendbegzénhidrogén vegyiiletek teljes spektrumat bonkapies.
Emiatt a karmentesitési modszert altalaban szessyeswnitorozassal egészitik ki, amely soran
folyamatos elleérzé analitikai mérések mellett ellérzik a koncentracio valtozast a karhelyen
(monitored natural attenuatation(Leahy & Colwell, 1990; Chaineau et a996; Korda et al.,
1997;Margesin & Schinner, 2001; Németh, 2001; Szab6828&zél, 2008).

2.2.2.2.Természetes biodegradaci6 fokozasa (Biostimulation)

A szénhidrogén vegyuletek lebontasahoz, illetveilerobhak enzimrendszereinek megfélel
miikddéséhez makro- mikro- és nyomelemekre is szikadg A legfontosabb limitalo tényélz

ezekl®l a nitrogén, foszfor és kalium, valamint a kornggekorilmeények kdzul a nedvesség, illetve
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az oxigén tartalom a mentesiteni kivant kdézegbegye& makroelemek aranyanak helyes
megvalasztasaval (pl.: C:N=10:1, C:P=100:1) illetvezennyezett kbzegbe toriékeverésével a
mikrobialis bontas sebessége fokozhaté (,tamogasptbntdn biodegradacio”). Az adalékok
lehetnek tapanyag-kiegés#it amelyek a biodegradaciot segitik, €s lehetndkdimktiv anyagok,

pl. tenzidek, kelatkégik, stb., amelyek a szennyemyag biolégiai hozzaférhitégét biztositjak.
Noha a szénhidrogének lebontasa megvalésulhat anaeiriimények kozott is, az aerob
degradacio sebessége joval meghaladja azt. Ebbesetizen az olajszarmazékok bontaséat &égz
enzimek nikédéséhez molekularis oxigénre van szikség. Azéoxigennyisége a szennyezett
kbzeg aktiv vagy passziv levigetésen tul hidrogén-peroxid {Bk), vagy egyéb oxigéenfejlegit
anyag kozegbe keverésével is potolhatd, igy azordanioldgiai beavatkozds mar kevessé
tekinthet természetes eljardsnak. A mesterséges anyag-addgbktséges kockazata ezen fellll,
hogy az esetenként feleslegben adagalOHa kdzegben kémiailag nem reagal az ottslév
szennyeé& anyagokkal, vagy - mivel nem specifikus oxidaldgilevan sz6 - nem az artalmatlani
kivant vegyulettel 1ép reakcidba. Toxikus lehetaoba (egyéb talajlakok mellett) a szénhidrogén
bonté mikrobdkra is. Komplex szennyezések esetéhiCy hatdsara részlegesen oxidalt szerves
vegyuletek keletkezhetnek, amelyek a talaj anyaghkketve egymassal reagalva toxikologiailag
kockazatos milit hozhatnak létre a karhelyen. A vizben oldhatoangpgok bejuttatasat
vizrecirkuldltatdssal, vagy talajvizbe injektaldss@gzik. Ha a biodegradaciohoz sziikséges
oxigénmennyiség biztositasat a talajleveggakori cseréjével oldjuk meg, akkor talajsézietésél
(bioventillacio) beszélink (Dibblef & Bartha, 197Btaier, 2000; Németh, 2001; Bedard, 2003;
Anton et al., 2006, Atzél, 2008; Szabd, 2008; Sealay & Kriszt, 2010).

2.2.2.3.,0sztonos” talajoltas

A mobdszer soran a mentesiténklbozeglél (foldtani kdzeg, felszin alatti viz) izolaljak a
degradacios tulajdonsaggal rendetkeaikroszervezeteket és az - altalaban szelektitalapkon
kivalogatott - térzseket lombikokban, tartalyokb@armentorokban) szaporitjak fel 10 10"
CFU/ml), majd nagy mennyiségben visszajuttatjdkoKilaljak) a szennyezett kdzegbe. Az
(6sztbnos) talajoltas soran az inokuldlas mellgftabyag, nedvesség és oxigén kiegeészitést is
rendszeresen alkalmaznak. A modszer kivitelezés@néhikrobakat csak bontasi kapacitas
szempontjabol vizsgaljadk anélkil, hogy egyéb tulaghgaikat ténylegesen ismernék, vagyis a
talajoltas anélkul torténik, hogy ismernék a tokzpatogenitasat, bontasi spektrumat vagy mas
tulajdonsagait. A faji szinten azonositatlan milatilvzsekkel tortéh karmentesités rendkiviil
veszélyes lehet, hiszen a talajviz aramlassal méimagy tavolsagokat tehetnek meg, igy human
egészségugyi szempontbdl veszélyt jélebiblogiai agensek szennyezhetik a talajvizet (Vjaie
2000, Szoboszlay et al, 2002, Atzél, 2008).
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2.2.2.4 Faji szinten identifikalt mikrobak alkalmazéasa (Bigmentation)

A faji szinten identifikalt, ismert degradacios, tggenitasi és érzékenysegi (kornyezeti
hatasokkal szemben) stb. tulajdonsagokkal rendélkeikroszervezeteket alkalmazé maddszerek
0sszefoglald neve. A szakirodalomban tudatos tédajoak, vagy bioaugmentacionak is nevezik. A
mentesitési eljarasban hasznalhatnak a kadiabolalt, vagy laboratoriumi torzsgjtemenylsl
kivalasztott mikrobakat. A modszer szempontjabdldeds, hogy ismerjik a hasznalni kivant
szervezet minden fontos tulajdonsagat [patogenitdgjbontasi spektrum, dmérséklet-, pH
optimum, toxikus anyagok (pl. nehézfémekkel] szemielerancia (Weber et al., 1994; Korda et
al., 1997).

Egyes mikroba taxonok az alifas, mig mésok az asom@erkezét szénhidrogéneket
degradaljak nagyobb mértékbefit az eltérés akar a torzsek szintjén is jelentkezd@mentesités
esetén fontos a szennyezés ¢sszetételének ismeszien a legjobb hatasfokot akkor érhetjik el,
ha az alkalmazott mikroszervezetek bontasi speldrutefedi az eliminalni kivant
szennyedanyagok Osszetételét (Anton et al., 2006). A mikkobzéles tmérsékleti tartomanyban
(-5°C - +80C) képesek szaporodasra, am a kornyezeti elemgkbemzs homérséklettartomany
szempontjabol az in situ bioaugmentacioban ésgiban a mezofil, illetve pszichrofil
mikroszervezeteknek lehet jeléségik. A szennyéz szénhidrogének biodegradacioja széles
homérsékleti tartomanyban valdsulhat meg. A kutatém@kiménye azt igazolja, hogy magasabb
homérsékleti értékek esetén a lebontas felgyorsutimdisnak a 20-30°C kozotti értékek
tekinthebek (Atlas, 1981; Leahy, 1990).

A kornyezeti karhelyeken a szénhidrogén szenny&zksgbjeként - ipari tevékenységek
kovetkeztében - gyakran nagy koncentracioban foadultoxikus fémek. Ezért fontos lehet a
talajoltasra hasznalt torzsek ezekkel szembenikérg&ségének megallapitasa, kiléndsen, ha a
karhelyen szamithatunk ilyen komplex szennyezésel€erda et al., 1997). Bioaugmentacio
esetében megvan az esélye annak, hogy a szennk@zetfbe juttatott, ismert tulajdonsagu, nagy
szadmban felszaporitott (300° CFU/mI) mikroszervezet viszonylag gyorsan és haigho
elvégezze a karhelyen a kivant eredniésgennyeé anyag bontast. Ennek élfeltétele a toérzsek
tulélése és tartds megmaradasa a szennyezett leizelyb eljarasok tervezésénél figyelembe kell
venni, hogy a kivalasztott mikrobdk szaporodas@jeatalacsonyabb lehet, mint mesterséges
korilmeények kozott, a természetes mikrobak6zoss@gdszilott tagjaival kompeticié alakulhat ki,
illetve a természetes kozegben j0 néhany predatvezet taplalékaul is szolgalhatnak (Goldstein
et al., 1985; Watanabe at al., 1998, Atzél, 2008)gozatom masodik részében, célkésinknek

megfeleben bioaugmentaciéban alkalmazhat6 bonté mikrohédatstiink.
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2.3. Mikroszervezetek faji szintii meghatarozasa, identifikacidja

A vizsgalatainkban kérnyezeti mintdkbdl biodegradacéllal izolalt baktériumok prokariéta
szervezetek, amelyek nem rendelkeznek membranrmélhladarolt sejtmaggal. Ezeno&nyek
esetében a DNS a sejtben szabadon helyezkedikisdh@f, 1997), dupla szalu és altalaban
cirkularis szerkezéf de ismertek linearis genomot tartalmaz6 taxonek(Streptomyces sp.,
Borellia burgdorfer). Ezeken a mikroszervezeteken belll tovabbi, dnadplikaciora képes
genetikai elemek a plazmidok, melyek rovid, cirkidldDNS molekuldk. A plazmidok a
baktériumsejtnek kornyezetvaltozas esetén gyorsaolaptacios, ill. védelmi képességet
biztositanak (pl.: antibiotikum rezisztencia, tadn enzimek termelése) (Pesti et al., 2004) sek
esetben a baktériumok degradacios képessége migtaz kodolt (Latha & Lalithakumari, 2001).

A faji szinti identifikaciohoz a prokariotak esetében altaldbanboszémak felépitését és
azok tulajdonsagait hatarozzak meg. A riboszomaldei@n zajlik a fehérjeszintézis (valamint
prokariota sejtek esetében a szekretalt enzimeahktézise is), igy mind az eukariéta, mind a
prokaridta szervezetek szamara alafpviintossagu sejtelemek. Prokariétaknél a riboszomak
megtalalhatéak a sejthartya keldelszinéhez kapcsoldédva, a citoplazmaban, mintbata
riboszomak, valamint poliszoma formajaban az mRalSiezédve. A riboszoémak a citoszolbdl
centrifugalassal konnyen elkulonithet ugyanis meghatarozott Ulepedési sebességgel
(szedimentacios koeficiens) rendelkeznek, melyneértékegysége a Svedberg egység (S).
Prokariéta szervezetek esetében az Ulepedési allad®, az eukariotak esetében ez 80S. A
prokariota szervezetek riboszomai egy 30S és 5@8ységre disszocialnak (Fischer, 1997;
Szeberényi 2004). A 30S alegység 21 kulodbfEhérjét és egy 16S riboszomélis RNS-t (rRNS)
tartalmaz. Az rRNS-ek kevéssé valtozékonyak és y@mizolalhatok, ahogy aket kdédolé rDNS
szakaszok is. A prokaridta baktériumok esetebe®SarDNS korulbeltl 1500 bazispar hosszusagu.
Ez az 1500 bazispar un. szemi-konzervativ elentekieimaz, ugyanis a bazisparokséely, illetve
az utolsé 21 nukleotidpart tartalmazé szakaszak&bamokban megegyéz vagyis konzervalt.
alapon végzett taxonOmiai vizsgalatok az ilyen lesmalt szakaszok kozoétt talalhaté valtozo
szakaszok 0sszehasonlitasa altal becsulik az égjpsgenetikai rokoni kapcsolatat, valamint ezek

alapjan torténik a rokonségi torzsfa megalkotag&1abo, 1989).
2.3.1. Uj mikrobafajok leirasa

J. B. Tindall és munkatarsai (2010)6ieasait kdvetve ahhoz, hogy ezt egyértighm
igazolhassuk, hogy Uj mikrobafajt izolaltunk az étetett 16S rDNS gén szekvencia elemzés
mellett szdmos mas vizsgalat elvégzése is sziksdgawvabbi vizsgalatokat két csoportba

sorolhatjuk: lehetnek molekularis biolégiai és féposos vizsgalatok. A molekularis bioldgiai
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vizsgalatok alapjat az emlitett 16S rDNS gén sze&neejelenti. A szekvenciaval szemben elvaras,
hogy j6 mirbsédi (zajtdol mentes, egyértelran értékelh&l) és amennyiben lehetséges teljes
szekvencia legyen az elemzés alapja. Abban azessdih az on-line adatbazisok alapjan végzett
szekvencia azonositas kisebb mint 97%-o0s epgEet mutat mas fajokkal, akkor a mikrobat 0 faj
jeléltnek tekintjuk. Ennél magasabb eg§szg esetéen teljes DNS-DNS hibridizaciot kell végezn

0j faj jelolttel és a legkdzelebbi ismert mikrobhv&nnek 70% alatti egyésége esetén
beszélhetiink Uj faj jelolst. A fenotipusos vizsgélatokat abban az esetbereaaidk, ha a
molekularis biologiai médszerek a fenti egyertélikilonbséget mutatjak az izolalt, illetve a
referencia torzsek genetikai allomanya kdzo6tt. Aotgusos vizsgalatok éldépése a klasszikus
morfolGgiai leiras, valamint a biokémiai karakteegallapitasa. Bbbibe tartozik a sejt szinének,
valamint az enzimatikus és szubsztrat reakciok gzlege. UtObbiba tartozik a respiratorikus
lipokininek, polaros lipidek, valamint a zsirsavakeghatarozasa. Az elemzéssel kapcsolatban
elvaras, hogy az 6sszehasonlitani kivant baktélkatmazonos tenyésztési korilmények kozott
(inkubéacidés 16 és Bmérséklet, taptalaj) szaporitsuk fel a vizsgalagdikt. Nem koteled, de
amennyiben lehetséges elektronmikroszkopos feblétkészitése is szikseéges lehet a kbénnyebb
azonosithatdésag miatt (pl. a tipus térzs és aaj jglolt vizualis elkulonitésére sejt elemek adap)j

A fenti vizsgalatokhoz szilkséges mddszereket d§eetben mutatom be.

2.4. Mikrobiol6giai monitoring

A felszin alatti kézegek védelmének érdekében arsmzettség megallapitasa mellett fontos
az Okologiai mibdség vizsgalata, értékelésegyis a szennyézanyagok hatasanak vizsgélata a
kozegben @& szervezetekre (Chapman et al. 1996; van Kraat$)19® felszin alatti kdzeg
szennyezettségét ma sok esetben csak a kémidikenabzkdzeivel ertékelik annak ellenére, hogy
az egyes kockazatos anyagokra, vegyuletekre von@tkoncentraciok ismerete nem elégséges
ahhoz, hogy 0sszegzett biologiai hatasukat értékeldjuk. A foldtani koézegek bioldgiai
Osszetétele és ithbdése hatarozza meg azok természetes funkcidittdphékenység, szerves
anyag produkcio és lebontas, illetve ezek termésadirfolyamatai), amelyek fizikai természetiket
és vizfoldtani adottsagaikat alakitjak (Alexande97). Az olyan biolégiai paraméterek vizsgalata,
mint a talajlégzés, a biomassza 0sszetétele, aohdtbgiai jellemdk és az enzim aktivitasok
sikeresen alkalmazhatok a rég@gi tulajdonsagok valtozasanak, valamint a szeabngeyagok
hatasanak indikatoraként (Brookes 1995; Margesial.e2000; Brohon et al. 2001; Castaldi et al.
2004; Kizilkaya et al. 2004Yuangen et al. 2006). Az &b felsorolt mdédszerekhez hasonléan

hasznalhaték az okotoxikologiai vizsgalatok, amielyél alkalmazhatdék a szennyezanyagok

V4
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anyagok lebontasanak nyomon kovetése az egyes yezatn terlleteken a biodegradacios
tevékenység kivitelezését édikidtetését is megalapozhatja vagy befolydsolh&gndux et al.
1995; Salanitro et al. 1997; Saterbatkal. 1999;Ptaza et al. 2005; Leitgib et al. 2007). Ennek
erdekében a szennyezett kozegek karmentesitéséelpskdli kockazatértekeleséhez a
toxikoldgiai, kémiai analitikai és bioloégiai modsek kombinacidira van szikség. A ragegi
jellemzok megéallapitasdhoz a fizikai, kémiai és biologiadikatorok egyuttesen értékelékd
(Rombke et al. 2005). Mikrobioldégiai monitoring sgalataink soran ©kotoxikolégiai és
molekularis biologiai modszereket alkalmaztunk (PTRRFLP, klonkényvtar). Az alabbiakban a

modszereket megalapoz6 irodalmi ismereteket fagalssze.
2.4.1. Okotoxikologiai vizsgalatok

Az Okotoxikologia a szenny&zanyagok koérnyezetre, a kornyezetl@&hyeire gyakorolt
hatasanak vizsgalata szupraindividualis biolégmeregeddési szinten, az adott kornyezeti elem
Okoldgiai szempontbdl fontos és jelémt érzékeny és jelleizegyedeit, populaciéit felhasznald,
tesztszervezeteket és -rendszereket alkalmazé dikécios moddszer (Callow, 1993). Az
Okotoxikoldgiai vizsgalatok iranyulhatnak a korngezgyes elemeinek &ényeire, az 6kologiai
rendszerek riikddésére gyakorolt hatasok megismerésére. igysvém®n az dkoldgiai folyamatok
védelmét szolgaljak, biztositva mindeléhy, és ezen belll az ember létfeltételeit is €)@005).

Az oOkotoxikoldgiai vizsgalatok célja, hogy az Okszzéma egészére vonatkoztathaté eredményt
kapjunk biologiai tesztek segitségével. Ez alapjaagalni tudjuk az egyes vegyi anyagok és/vagy
szennyezett kornyezeti mintak 6él szervezetekre gyakorolt hatasat. Okotoxikologiai
tesztmddszerekkel kulonb®zszerveddési szinteken végezhetiink vizsgalatokat: egyettesziaz
egyed élettani viselkedése (pusztulas, ndvekedésgiahaztartas, biokémiai folyamatok, mutacio)
vizsgalhato, a populacié szintjén pedig a szap@odgyedsriiség és eloszlas tanulmanyozhaté
(Dura & Gruiz, 2001).

Ha a vegyi anyagok a kornyezetbe kertlnek, akkoblkaszisztémaban nehezen becsilhet
valtozasokat hoznak létre, amelyek egyensulyolddeléséat, a fajeloszlas megvaltozaséat, gyakran
egyes fajok teljes kipusztulasat eredményezhetikhoX, hogy a kdrnyezetet szennyezegyi
anyagok karos hatasat felmérjik, mennyiségi ésosdigi informaciét kell szereznink a
szennye&anyagrol, az érintett kornyezeti elemé@kraz 6koszisztémarol, valamint a szennyezeés
idébeni lefolyasardl. Az ilyen vizsgalatokhoz dkotoxlidgiai tesztek azért bizonyulnak kézenfékv
megoldasnak, mivel viszonylag egyszégsztekkel mérik a hatast, majd ezéidz eredményeki
végeznek extrapolaciot a teljes 6koszisztémaraifGeti al., 2001). Az 6kotoxikoldgiai tesztek
alkalmasak arra, hogy kozvetlenil mutassak a kaetyevagy a kornyezeti mintak aktualis
toxicitdsat és egyéb karos hatdsait. A szennyetsiilet6l szarmaz6 kornyezeti mintak
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vizsgalataval biztosithatd, hogy a helyi adotts@gokialakult szennyezést és hatasait konkrét
esetben, az okotoxikoldgiai tesztszervezetre gydkbatasan keresztil, a tertletre vonatkoztatva
vizsgaljuk. A tesztek eredményeként meggylhetlink a kérnyezeti mintakban talalhato, kilonféle
modokon és ésséggel kdtdé szennyedanyagok hozzaférhétegébl. Vegyes szennyédeés
esetében a hatasok efgd mutatja, melyben az egymast&its, 6sszeadddo és kioltd hatasok
egyarant megjelennek. Segitségikkel a tertletaml@b tényleges kdrnyezeti hatas becsitihet
(Dura & Gruiz, 2001).

A szennyedanyagok okotoxikus hatasat tobbféle modon vizsgjglkalgy hasznalhatunk egy
fajt alkalmazé laboratoriumi teszteket. Az egy fatkalmazd tesztek egyik delye, hogy
laboratériumi korilmények kozoétt konnyen elvégeéhktilonleges riszerezettség sem kell hozza.
Az egy fajt hasznél6 teszteken belll a mikrobiatiédszerek kilondsen alkalmasak lehetnek az
Okoszisztéema jellemzésére, mivel majdnem minden sZikptémaban megtalalhatéak (pl.
Pseudomonas fluorescenszotobacer agilgAliivibrio fischeri). Az egy fajt alkalmazo tesztek
végpontja széles skaldn mozoghat. A leggyakrabbanrfalt végpont a tesztorganizmus tulélése. A
kronikus hatasok jellemzésére a NOAEL - (No-ObdaerAdverse-Effect-Level — nincs
megfigyelhed karos hatas szintje), mig az akut hatasokégzdamaul az L& —et (Lethal
Concentration 50, ami a vizsgalt faj egyedeinek Spusztulasat eredméngekoncentracio),
vagy az EG értéket (Effect Concentration 50, az a koncenbrdamely a vizsgalt faj egyedeinek
barmilyen aktivitasat a felére véltoztatja) haspkal Végpontként igen gyakran hasznaljdk
kulonbo® enzimek (pl. ATPaz, dehidrogenaz) aktivitasanagwvatozasat (Dura & Gruiz, 2001).

Szénhidrogén szennyezések vizsgalatara szamosesditalmaztak az altalunk is hasznalt
Aliivibrio fischeri (Henryk et al., 2007) (kordbbddhotobacterium phosphoreuriletve Vibrio
fischer) vizsgéalatot szénhidrogénekkel szennyezett felsziek és talajok vizsgalatara, valamint a
biodegradacioé okotoxikolégiai hatasanak mérésélaig® et al, 2003; Shahid et al, 2006; Hubalek
et al, 2007; Al-Mutairi et al, 2008; Ptaza et @038, 2009).

2.4.2. Molekularis biolégiai vizsgalatok
2.4.2.1.PCR reakcio

A Kary Banks Mullis altal 1985-ben kidolgozott PGPolimerase chain reaction) soran a
megcélzott DNS templatbdl (a megsokszorozni kivBxNS szakasz) nagyszamu masolatot
készithetlink 2 inicialé primer (oligonukleotid) B&NS-polimeraz enzim segitségével (Saiki et al,
1985). A folyamat 3 lépé&bol épull fel. El$ lIépésben a mintabdl (pl. baktérium szuszpenzio)
szarmazd kedsszalid DNS-t magasémersékleten denaturdljuk, mely sordn a purin ésin
bazisok kozti hidrogénhidak felbomlanak, vagyiseanplat DNS egyszaluva valik. Ezutan a

homeérséklet csokkentésével a valasztott primerek & D&mplathoz kapcsolédnak. Harmadik
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lépésben admeérseklet emelésével a polimeraz enzim a kapcsgdd@erek végeit 5°-3* iranyban
elongdlja, vagyis elkésziti az egyszalu templat DKE&gészit (komplementer) szalat, azaz
megtorténik a mintaban a primerekkel hatarolt D&ak masolasa (Szeberényi, 2004; Klug et al.,
2009; Turner et al., 2000; Madigen et al., 2003g<éet al., 2009). A PCR reakciohoz sziikséges
alapanyagok:
o Tisztitott templat DNS
* Primerek: az amplifikdland6 szakasz két végét bat@k meg.
» Tag-polimeraz: Bstabil enzim, mely az () DNS-szél felépitéséértlsl (Thermus
aquaticustermofil baktérumboél szarmazik)
* Tag-puffer: biztositja az irashoz a megfélleémiai kdzeget
» dNTP (dezoxiribonukleotid-trifoszfatok): a polimer&nzim ezekdi épiti fel az Uj
DNS-szalakat. (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
» MgCly: befolyasolja a primer-dimerek keletkezését,6sebiti a primerek
kapcsolddasat, a masolas pontossagat, valamirg pdlieneraz enzim aktivitasat
» Tween 20: segiti a nem vizoldékony anyagok disZjasgt

* MQ-viz: a végtérfogat beallitAsdhoz szlkséges tiagyasagu viz (fizikai kdzeg).
2.4.2.2.Termindlis restrikcids fragment hossz polimorfizriildiRFLP) elemzés

A T-RFLP igen érzékeny koztsségi DNS mintdzatosgétd modszer, mely leltete teszi
akar tobb minta egyid&j gyors vizsgalatat, egy adott k6zdsség Osszetélelén hosszabb
iddintervallumban vald nyomon kovetését, valtozasanalemzését. A kozosségalkoto
mikroszervezetek diverzitasat, 0sszetételét a mddeak a nukleinsav mintak bazissorrendjében
megléw kilonbségek alapjan mutatjak ki, akar szennyddistegek esetében is (Liu et al, 1997,
Katsivela, 2003; Malik et al, 2008; Schitte et2dl)8, Paisse et al, 2008). Az eljaras édpésében
a mintaban éforduld mikroorganizmusok teljes DNS-ét kinyerjid&mit a fent bemutatott 16S
rDNS alapu PCR elvégzését kosen restrikcios endonukledzokkal emésztink. A PCR-he
hasznalt primer par egyik tagja, a mddszer érz&dégdnek ndvelése céljabdl, fluoreszcensen
jelolt, igy a 5'-terminalis végukon jeldlt PCR tetkek jonnek létre. A restrikcidos enzimekkel
végzett hasitds utan a termindlis fragment hoskzadatektalasat végezzik kapillaris
gélelektroforézis segitségével (Madigen et al., Q0A T-RFLP mas molekularis biologiai
modszerekkel ©Osszevetve egyseer kivitelezhei, jobban reprodukalhaté és nagyobb
felbontoképessdégaz un. ujjlenyomat médszer (DNA fingerprinting) ¢bkeneder et al, 1999;
Nunan et al, 2005). A T-RFLP médszerrel ugyanisuaplifikalt, majd hasitott fragment nukleotid

sorrendje nem, csak a hosszusaga kerul meghatéaozas
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A hasitasi helyek, illetve az ezek alapjan létréjdluoreszcens terminalis restrikcios
fragmentek (T-RF-ek) un. OTU-kaiOperational Taxonomic Upithataroznak meg, amelyek
jellemziek lehetnek egyes nemzetségekre, esetenként fajgpkeket mar meghatarozott hasitasi
hellyel rendelke& fajokhoz, illetve nemzetségekhez hasonlitva kéagthatunk egy koérnyezeti
minta mikroba 0sszetétetiér valamint hosszabb d&htervallumban nyomon kévethetjik a
diverzitads valtozasat (Marsh, 1999; Sipos et &lQ72 Paisse, 2008). A kapillaris gélelektroforézis
eredmeénye tehat egy olyan kromatogramszépra, amelyen a csucsok helyei a restrikcios
enzimmel emésztett terminalis fragmentek hossziisagg azok nagysaga (gorbe alatti teriilet) az
azonos fragmenthez tartozé elemek kvantitativ ebséizteszi lehévé (1. abra). A T-RFLP soran
kapott képen nem minden esetben lehet kvalitadineést végezni. Ahhoz, hogy a mintaban talélt
fragment csucsokat identifikaljuk klonkdnyvtar Btiozasara van szikség (Paisse, 2008).
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1. abra Az 6pusztaszeri mintavételi teriilet 2006. 08. 15t szennyezett (OM7.2, OM8.2) és hattér (OM3.2)

talajvizmintainak terminalis restrikcids fragmewiskz polimorfizmus (T-RFLP) elemzésének kromatogaam
Az egyes csucsok az 5'-terminalis fragmenteketijela csicsok elhelyezkedése a vizszintes tengelyfszonyitva a

fragmentek (nukleotidszam szerinti) hosszUsagénig,a gorbe alatti terlilet a fragment mennyiségardahyos

2.4.2.3 Klénkonyvtar készitése

A klénozas alapja a rekombinans DNS-technologiaeln hasonlit a PCR-re, azzal a
kulonbséggel, hogy ebben az esetben a kijeldlt DE@nentumot megfelél gazdasejtben
amplifikaljak. A klénozés legtbbbszor bakterialendszerben torténik. A laboratériumokban erre a
leggyakrabban agscherichia coht hasznaljak, mert egystefelépités, rutinszetien fenntarthaté
€s génjeinek szama minddsszesen haromezer korii\Weawver & Hedrick, 1997).

A klbénozas kivitelezéséhez az amplifikalni kivanN® szakaszt un. vektorba kell épiteni,
amely képes a bakterialis gazdasejtben replikalé8inrektor altalaban 6nallo replikaciéra képes
plazmid, amely olyan rezisztenciagéneket hordozZlyekeelbnydsek a baktériumok szamara és
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szelekcios elemként is hasznalhatéak (Heszky et2@D5). A baktérium plazmidjaba beépitett,
vizsgaland6 DNS szakaszt tartalmaz6 vektor newamdinans plazmid. A plazmidnak két fontos
részét kell kiemelni az altalunk alkalmazott modsée mely a klonozast és az azt kdvet
szelekciot nagymeértekben megkonnyiti. Az egyik azplidokban 1é¢ antibiotikum rezisztencia
gének, a konkrét esetben az ampicillin-rezisztegéig mely szelekciés markerként hasznalhaté. A
rekombinans plazmiddal végzett transzformacié uigganis az antibiotikum jelenlétében csak
azok a sejtek maradnak életben, melyek felvettgkaamidot. A mésik, hogy a plazmid klbnozé
helyét egy olyan riporter génben helyezték el (Jacdelynek nikddése egyszéen az un. kék-
fehér szelekcioval detektalhato. A modszer alapgy a lacZ gén @-galaktozidaz enzimet
kédolja, amely a laktozt (tejcukrot) glikozra ésagggdzra bontja, illetve az X-Gal (5-brém-4-klor-
3-indolinB-D-galaktozid) kromogén szubsztrat hidrolizisét katalizalja. A B-galaktozidaz
szintézisét IPTG-vel (izopropil-tio-galaktozid) wkhlhatjuk, ugyanis azok a vektorok, melyek
idegen DNS-t nem tartalmaznakjikddoképesp-galaktozidazt termelnek, igy kék sizitelepeket
hoznak létre X-Gal jelenlétében. A lacZ génbe &d@tt idegen DNS miatt a rekombinansok nem
termelnekB-galaktozidazt és fehér telepeket hoznak Iétre fi@dain 1996).

A bakteridlis klonozas soran a rekombinans, vagyszsgalandd DNS szakaszt tartalmazo,
plazmiddal transzformalt baktériumokban a donor Digflikdlodasaval annak szamos masolata
készul el nagyon rovid &alatt a baktériumsejtek szaporodasa soran. A bakttenyészetbl
nagy mennyiségben tudjuk visszaizolalni a felszégodd célgént tartalmazo plazmid molekulat a
szelekcios elemeknek kdszonbest (Szeberényi, 2004; Klug et al., 2009).

A mikrobidlis diverzitas és a szennyezettség escitas Osszefliggéseivel szamos sierz
foglalkozott kordbban is. Elemezték szénhidrogéensyezett teriletek toxicitdsat, illetve annak
valtozaséat a biodegradacio folyamataban (Blaisd, 62004; Hubalek et al., 2007; Al-Mutairi et al,
2008). PCR és T-RFLP moddszerrel vizsgaltak széopéhrekkel szennyezett kozegek mikrobialis
Ujjlenyomatat (Bordenave et al, 2007; Malik, 200&lemezték ezek matematikai dsszefliggéseit
hozzadnk hasonl6 statisztikai modszerekkel (Maila agt 2005, Rodriguez-Martinez, 2006).
Készitettek kldbnkdnyvtarakat a vizsgalt terlletekenelemezték azokat a kozosség alkotd mikroba
csoportok szempontjabdl. Egyes esetekben a szesthyégz a hattér mintdkat is elemezték
(Alfreider & Vogt, 2007; Paisse, 2008). Vizsgalatdan arra vallalkoztunk, hogy harom hazai
szénhidrogénekkel szennyezett helyszin esetébend mirszennyezett, mind a hattér talajviz
mintakat (n=31) elemezve azébb emlitett paraméterek mérését egyittesen végeebids
elemezzik. llyen dsszefoglald, ezeket a valtozékat rendszerben vizsgalo, illetve statisztikailag

elem# eredmények ismereteink szerint ez idaig nem dellet
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3. ANYAG ES MODSZER

A célkitizéseknek megfel&l a szakmai-tudomanyos munkat megalapoz6 munkdrésze
kapcsolatat egymashoz viszonyitva az alabbi, Zarabnutatjuk be. A dolgozat egyes részeit az

abran jeldlt fejezetek tartalmazzak részletesen.

A 4

Részletes biodegradacios vizsgalatpk
(GC-MS)

\4

Faji szinten meghatarozott, szénhidrogén bonté mikuszervezetek

ﬁ % 3.2., 4.2. fejezet
S | A | I T

Uj faj jelolt leirasa Bioaugmentéciods eljarasok fejlesztése (5. fejezet)
(3.3, 4.3. fejezet)

Kdrnyezeti mintdk szennyezett tertletekbl
(talaj, talajviz, biofilter, szennyviz)
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2. dbra A szennyezett teriileteken végzett biologiai és §eolii monitoring, valamint a szénhidrogén bonto
mikroszervezetek szelekcids vizsgalatainak a deltp@n kovetett kapcsoldédasi rendszere és az egyekt
megjelenése a fejezetekben

A doktori munka soran harom hazai, szénhidrogéreldienzin és gazolaj szarmazékok)
szennyezett helyszinen, biolégiai- és geokémiai itoongot mikodtettink. A szennyezett
terlleteken hattér és szennyezett talajviz mintékatételeztiink. A monitoring rendszer egyes
eredmeényei kozétt a szakirodalomban fell@lhetnformaciokat kiegészitve statisztikai

0sszefuggéseket kerestiink. Ennek eredményeit mutagéadolgozatom edsrészében.
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Masodlagos célom olyan szénhidrogén bonté mikrébesek izolalasa volt, amelyeket ilyen
terlileteken bioremediacios céllal alkalmazhatok. bAntd képességn vitro elemzésén tul
identifikaltuk az izolalt mikrobakat és ez alapj@egéllapitottuk patogenitasi tulajdonsagaikat. A
bontd mikrobakat 7 hazai szennyezett helyszin 4dlatamabdl valogattuk ki a bontasi
tulajdonsagok (ékzelekcio) alapjan. Feltételezésiink az volt, hdggni kbzegekben nagyobb
eséllyel izolalhaték olyan mikrobak, amelyek képeseszennyaz anyagok metabolizalasara. A
bontdsi képességekkel bir6 6 mikroba torzs koziy egetében a részletes identifikacids

eredmeényeink igazoltak, hogy az a tudomany szamsdr@retlen, Uj faj.

3.1. Biolbdgiai- és geokémiai monitoring rendszer

A bioldgiai- és geokémiai monitoring rendszer ekmdst dolgozatomban, a kérnyezetvédelmi
gyakorlatban alkalmazott modon hasznalom. Ennekfeleddgen a monitoring rendszerbe tartozo
méresi modszerek:

o Felszin alatti vizek esetében &ltalanosan haszaalelyszinen meghatarozano fizikai
parameéterek: pH,dmérséklet, oldott oxigén tartalom, redox potenéglezetképesség.

o Kémiai analitikai paraméterek, ezen belll 6sszédsaszénhidrogén (TPHsEC,0), Benzol
és szarmazékai (BTEX), altalanos vizkémiai vizag&lg§BOIs, KOl,s, hidrogén-karbonat,
karbonat, hidroxid, klorid, fluorid, bromid, nitr&rtofoszfat, szulfat, nitrit, ammadnium, vas,
mangan, kalium, natrium, kalcium, magnézium, 6ske@senyseg).

o Tovabbi alternativ elektron akceptorok mennyiségllemzése Fe(ll) meghatarozassal,
valamint szabad COCH, és hexannal extrahalhaté anyagok (SZOE) analitikaésével.

o Osszes élsejtszam meghatarozasa Most Probable Number (Miédszerrel.

0  Szénhidrogén bonto sejtszam meghatarozas gazmgiikeverékkel kiegészitett Bushnell-
Haas taptalajon.

o Talajviz respiracios analizis OxiTop™ rendszerben

o  Okotoxikologiai elemzés ToxAlert 100 Wliivibrio fischeri teszttel

Fenti vizsgalati rendszer alapéllapot felmérésétmat kiegészil fémek és félfémek [6/2009.
(IV. 14.) egyittes rendelet alapjan] kémiai ankditj valamint a kdzegészségugyi szempontbol
kockazatos mikrobak tenyésztéses vizsgalatalzath{erichia coli Clostridium sp, Enterococcus

sp, Coliform szam, Salmonellasp.ésPseudomonas aeruginosaam meghatarozas).
3.1.1. A monitoring mintavételi helyszinek bemutatasa

A monitoring helyszinek Biharkeresztes, lizemanyathallomas, Opusztaszer, olajvezeték
torés és Zalaegerszeg, &@lllomas voltak. Mintavételezést Biharkeresztese(007. februar 22.,
junius 12., augusztus 28., november 27. és 2008ude 19.), Zalaegerszegen harom (2006. majus

18., november 7., 2007. februéar 6.), illetve Opaszéren szintén harom alkalommal (2006. majus
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31., augusztus 15., november 21.) végeztink (ims#ékelt tablazat). A monitoring célja az volt,
hogy Osszefliggéseket keressiink a terlleteken rothtszennyezett és hattér kutak analitikai és
toxikolégiai eredményei, valamint a kutakban kiallakmikrobak6z6sségek molekularis bioldgiali
jellemzsi kdzott. Ennek megfeléen a vizsgalt tertleteken adebtes kémiai analitikai vizsgalatok
alapjan mind szennyezett, mind hattér kutakbol lggténk talajviz mintakat. A zalaegerszegi
terlileten két szennyezett (Z5, Z9) és egy hattd), (dz Opusztaszeri terlleten két szennyezett
(OM7, OMB8) és egy héttér (OM3), a biharkeresztegjy szennyezett (BM7) és egy héattér (BM1)
talajviz mintavételi pontbdl szarmaztak a mintaiAkhattér mintdk nem csak a kémiai analitikai
eredmények alapjan, de a helyszineken megallaptdtjviz aramlasi szempontbdl (havi
rendszerességtalajvizszint mérés alapjan) is hattérnek tekitdthe vagyis a talajviz a hattér
tertletek6l aramlik a szennyezett terllet iranyaba.

3.1.2. Kdrnyezeti mintavételezés szennyezett terlleteél

A felszin alatti viz mintazasat az MSZ 21464:1998@gyar szabvany élrasai alapjan
végeztik. A szabvany szerint talajviz mintdzasaéesa kuttérfogat korulbeltl haromszoros
mennyiségét ki kellett termelni és csak ezutan xéeeik el a mintavételt. A haromszoros
kuttérfogat kitermelése torténhet gépi szivatty@gitségével, de a mintazashoz kézi eszkozok
sziikségesek. A mintavételezés eszkdze egy bersintdria ebsitett rozsdamentes acél bailer volt.
A mintavételhez a mintavév eszktzt a kuattalpig eresztettik, majd miutan niegtézzel
visszahuztuk, tartalmat, pedig a leerészsonk segitségével a mintavételi edényekbe toko#
mintakat megfeld, jol olvashaté és megkllénbozteihefelzéssel lattuk el. A mintavételi
edényeket buborékmentesen lezartuk és 6 oran\besigldlatokat végrlaboratoriumba jutattuk. A
mintakat laboratériumba érkezésig fétyalzartan, 0 és +4C kozott taroltuk.

3.1.3. Helyszini vizsgélatok

A fizikai paraméterek helyszini vizsgalatait HI @8RIultiparameter Water Quality Meterrel
(Hanna Isntruments Inc., USA) és Hach HQ30d (Haocimg@any, USA) tipusu tiszerekkel mértuk.
A mintavételi pontokbdl szarmazo talajviz mintakysein vizsgalataval megallapitottuk a mintak

oldott oxigén, vezéképesség, pH, valamint redox potencial értékeit.
3.1.4. Akkreditalt kémiai analitika

Az akkreditalt kémiai analitikai vizsgalatokat a ¥géng Hungary Kft. (1047 Bp, Foti ut 56.)
laboratoriuma végezte a TPH és BTEX vizsgalati yicknméréséhez szilkséges szabvanyositott
modszerek (MSZ 1484-4:1998, WBSE 26: 2007, MSZ BN B377-2:2001) végrehajtdsaval, HP
6890 GC 08 FID/FID és HP 6890 GCMS 08-5975 késakk&l.
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3.1.5. Mikrobiolégiai vizsgélatok

A mikrobiolégiai vizsgélatok két résébélltak. Elsként meghataroztuk a mintak 6sszés él
sejt szamat TGES taptalajon (6sszetétele: 5,ptptrj 2,5 g élesékivonat; 5,0 g glukdz; 15 g agar
1 liter desztillalt vizben), Most Probable NumbdviRN) modszerrel. TGES5 taptalajon 3
parhuzamos higitasi sort (00") készitettiink (hatarhigitasos médszerrel), majdéveket 28°C-
on inkubaltuk. A csdvekben I8wvtaptalajokon opélosodas jelezte, ha a higitashaposodtak a
mikroszervezetek. A csovek kiértékeléséet Hoskitsfaloszitiségi tablazat alapjan vegeztik.

Masodikként a fent leirt MPN modszerrel meghataroz talajvizminta szénhidrogén bonté
sejt szamat. A vizsgalathoz Bushnell-Haas taplefissizetétele: 1,0 g KROy; 1,0 g KHPO;; 1,0
g NH4NOg3; 0,2 g MgSQ x 7H,0O, 0,05 g FeG| 0,02 CaCl x 2H,O, 0,001 g rezazurin 1 liter
desztillalt vizben, pH 7,0) és [ gazolajat tartalmazd kémcsoveket hasznaltunkinkabacio
szobalbmérsékleten zajlott. A kiértékelést szintén haroérhpzamos (higitas: 320" MPN
modszerrel végeztik, 21 nap elteltével. A csovekiikdzokat tekintettik pozitivnak, amelyben a
gazolajbontést jetzindikator (rezazurin) szine megvaltozott (kidkilara) a kontrollhoz képest.

3.1.6. Toxikolégiai vizsgélatok Aliivibrio fischeri tesztszervezettel

A toxikolégiai mérést a MSZ EN ISO 11348-3:2000gyar szabvanyt figyelembevételével,
MERCK ToxAlerf" 100 tipust berendezéssel végeztilk. A mérés elvAliadbrio fischeri
baktériumok biolumineszkalo tulajdonsaga. A fehéigpu fénykibocsatas mértéke csokken, illetve
megs#inik, ha a mintdban a mikroszervezet szamara toxakysgok talalhatok. A vizsgalathoz a
vételezett mintdkbol a készulélkrhsainak megfeléen (1:2, 1:3, 1:4, 1:6, 1:8, 1:12, 1:16, 1:24,
1:32, 1:48) higitasi sort kellett késziteni s emtkdegyiteni az éketesen ékészitett baktérium
szuszpenziot, majd a szabvanyban széreP0 perces kontakttd utan meghataroztuk a
fénykibocsatas meértekének valtozasat. A higitasi esgyes elemeit, valamint a vizsgalatban
szerepb kontroll minta lumineszcencia valtozdsat figyelembéve matematikai szamitdsokkal
megadhaté a minta toxicitdsa, pontosabban biolusmoencia-gatlo hatdsa. Ezt a gatlé hatast az
ECsy értek meghatarozasaval fejezzik ki (ECA szennyezett kornyezeti mintat akkora
szazalékban tartalmazé oldat, amely a mikroszetvea@nalis élettevékenysége soran kibocsatott
biolumineszcencia 50%-0s csokkenését okozza). A d@incentracio kiszamitasat a készulléek

automatikusan veégzi.
3.1.7. Kbzosségi DNS minta feldolgozés a T-RFLP-hez

A kozosségi DNS kivonasdhoz a talajvizmintdk 506tthasznaltuk fel. A mintdkatédetesen
0,2 um-es sterilezett cellul6z acetat membrandmtigz a4t (Millipore, USA). A filtert sterilen
kisebb darabokra vagtuk és #§gongyoket tartalmazo Eppendorf csdvekbe tettik oBid

UltraClean Soil DNA Isolation Kit (MoBio Laborat@s$ Inc., USA) dlirasainak megfeléen. A
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csoveket 3 percig kéma@szon alaposan megkevertik. A filter darabok eligaga utan a DNS

kivonast a gyarto élrasainak megfeléen végeztik. Negativ kontrollként adziekhez hasonléan

sZirt sterilezett nagy tisztasaga, un. Milli-Q vizeasznaltunk. A DNS koncentraciot Hellma
TrayCell kiivettdkban (Hellma GmbH, Germany) spdkimmetriaval elledriztik a Lambda 35

spectrométerrel (PerkinElmer, USA). A DNS mintalaiasznalasig -20 °C-on taroltuk.

A biolégiai és geokémiai monitoring soran a szeme¥tetertletek talajvizmintaibdl izolalt
kozbsségi DNS-t ets Iépésben terminalis restrikcios fragment hossanpmfizmus (T-RFLP)
modszerével (Révész et al., 2006) elemeztik, igyetkéztettiink az adott minta mikrobialis
diverzitdsara. Annak érdekében, hogy a kozosséRBFIP kromatogramon kapott termindlis
fragment csucsokat identifikalni tudjuk (azaz hoepélelhessik valamely taxondémiai csoporthoz),
a kozosségi DNSdb klonkdnyvtarat hoztunk létre. A klonkdnyvtar feldozasanak efslépése a
klonozas, vagyis a kozosségi DN8-Individualis elemek levalasztasa és amplifikéaiéfhhoz,
hogy az egy-egy fragmenthez tartozé klonok iddalisa megtorténhessen a klonok
szekvenaldsara is szikséges volt. Ezt koveti e@bbljT-RFLP vizsgalat, amely soran
meghataroztuk az individualis, klonozott DNS T-freent hosszlsagat. igy azonositani tudtuk az
egyes mikrobahoz tartozé fragment csucsot, vagygkereshettiik, hogy az identifikalt DNS
szakasz a kdzosségi T-RFLP kromatogramon hol hiedgiz el. A T-RFLP vizsgalatbb lépéseit
az alabbi alfejezetekben mutatom be.

3.1.7.1.16S rDNS PCR a T-RFLP-hez

A PCR-t azb-karboxifluoreszceinnel jeloR7 forward §’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3)_VIC és 519 reverse (5-GWATTACCGCGGCKGCTG-3") 1d3N6 primerekkel végeztik
(Lane, 1991). Steril PCR csovekbe 0OsszeallitottuRGR mastermixet (A PCR-hez szikséges
anyagok keveréke az 6sszes mintara szamitva).

Egy mintara szamitott reagens mennyiség: 5ul PGRmpBul MgCh, 10 pl (ImM) dNTP,
1ul Taq polimeraz, 0,5ul- 0,5ul foward (27f VIC) keverse primert (519r), 3ul DNS templéat és
MQ vizet 50 ul végs térfogatig. A templdt DNS ebben az esetben a mong mintakbdl
szarmazo koézosseégi DNS volt. Ascmrtalmat alapos keverés utan 1000 rpm fordulatszellett,

1 percig centrifugaltuk. A PCR reakciot Eppendodstercycler® készilékkel végeztik.
Bedllitasaink szerint az 6sszemért PCR mastermm tatalmazta a Taq polimerazt. A
preinkubacié soran ugyanis 98 °C-ra van szikség@zhtogy a DNS szal széttekeredjen és a
bazisok kdzotti hidrogénhidak felbomoljanak. A Taalimeraz szerkezete ezt &nhersekletet nem
birja ki, ezért azt csak a kdvetke@4°C-o0s) szakaszban adagoljuk a mintainkhoz kBezéten

kezdbdik a 35 ciklusbdl all6 folyamat, amely harom szl all:
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1. 94 °C-on a DNS denaturalodik azéelsklusban ekkor adagoljuk a a Tag-polimeraz
enzimet. A ciklusok elején a Tagq megovasa érdekdlsak erre a dmérsékletre
hevitjuk az oldatot.

2. A temperalé kamra dmérséklete 56 °C-ra csokken, ezzel megindulhatiraepek
feltapadasa (annealing) a DNS templat megidielyeire.

3. A 72 °C-os szakaszban a Tag-polimerdz szintetizalja Uj DNS szélat, a
reakcioelegyben jelen I6\NTP-k beépitésével (elongacio), a primerelékélyeitl
tavolodva.

Ezeket a szakaszokat 35 ciklusban ismételve a Wisd DNS-I6l exponencialisan
novekedve megfelélszami amplikonunk (£a.0° képia) keletkezik. A késziilék a program végén
4 °C-ra liti a mintat, amit felhnasznélasaigtben ugyanezen amérsékleten tarolunk. A munka
folyaman, a hibak kiszése érdekébemegativ (DNS templanélkili mastermix) €s pozitiv
kontrollt is alkalmaztunk

Fentiek alapjan a kialakitotbprofil a kdvetkes volt:

1. 98C 3 perc preinkubacié
94°C 10 mp Taq polimeraz enzim bemérése
2.94C 30 mp denaturacio
56C 30 mp anellacio 35 ciklus
72C 30 mp extenzié
3.72C 10 perc végsextenzio
4, £C 0 hités

A PCR sordn a primerek segitségével a kozossegetéaDNS-eklsl azt a kb. 500

bazisparnyi amplifikaltuk, amelyet a szekvenciajkghataroz.
3.1.7.2.Agar6z gélelektroforézis

A PCR sikerességét és a megkeletéreti fragmentek jelenlétét agardz gélelektroforézis
segitségével ellémniztik. A gél elkészitéséhez 100 ml 1 x TBE (10,8rip; 10,5 g bdérsav; 0,93 g
EDTA-Na; 1000 critre desztillalt vizzel kiegészitve, pH: 8,3) puffen magas dmérsékleten 1 g
nagy tisztasagu agarézt oldottunk fel, majd kézgreldiitve az oldatba @l 1%-osethidium-
bromid festéket pipettaztunk és ezt aiggokat tartalmazé, OWL tipusu futtatdkadba ontotii
gél megszilardulasat kovetn a fédsorokat eltavolitottuk, az igy kialakult zsebekbeul6PCR
termék és 3 pl STOP kék oldatot (18,6 g EDTA; 20saycosyl; 600 ml glicerin; 0,5 g
bréomfenolkék; 1000 ml desztilldlt viz) elegyét pigetuk. Minden egyes mintasor mellé
standardként 4 pl DNS markert (GeneRUfeDNA Ladder Mix, Fermentas) vittiink fel.
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A DNS fragmentek pH 7-es értéken negativ toltéseadelkeznek és a gélre kapcsolt
egyenaram hatdsara a pozitiv polus felé vandorolaakagyobb molekuldk lassabban, mig a
révidebb fragmentek gyorsabban (a sebesség faatitaranyos a DNS molekulasuly tizes alapu
logaritmusaval). Az ékzetesen a gélhez adott etidium-bromid beépll a Biiha és mivel UV
fény alatt fluoreszkal, igy a DNS szal vandorlasgétben nyomon kovethiettranszilluminator
alatt. A mintdkat 110 V fesziltségen 30 percigdiittk, majd UV fény alatt a célszekvenciak
hosszat a markerhez viszonyitva efiertik.

3.1.7.3.A PCR termék emésztése T-RFLP-hez

Annak érdekében, hogy a primerekkel amplifikalt d€s2gi DNS-ek bakterialis diverzitasarol
képet kapjunk, a 16S rDNS PCR termékeket restrikodidonukleazokkal emésztettik. A
restrikciés endonukleaz az amplifikalt kozosséds TBDNS szakaszait egy bizonyos bazis sorrend
esetén hasitja. A hasitas kovetkeztébencehésszisagu fragmentek keletkeznek. Ahogy azt a
2.6.2. fejezetben bemutattam a T-RFLP méddszer gmyeogy a hasitott fragmentek koziil csak a
DNS szakasz 5'-terminalis végéhez kodzelebb all®lffefragmenteket elemzi. Mivel akar tobb
mikrobanak is lehet azonos a hasitasi pontja, azatonos lehet a terminalis restrikcios fragment
hosszusaga is. Vizsgalataink soran az Mspl (Femmasninc.) restrikciés enzimet hasznaltam, ami
(C1CGG) szekvenciat ismeri fel és hasitia. Az emésmésbacios ideje minimum 3 oOra
(maximum 12 6ra) 37C-on. A reakcidelegy Osszedllitdsa: 2 pl restrikaddzim puffer, 0,3 pl
restrikciés enzim (3 U), 7,7 ul ultratiszta MQ-vix.reakcié keverékéi 10 pul mérink 10 pl PCR

termékhez.
3.1.7.4. Az emésztett PCR termék tisztitasa etanol-precipital

A PCR reakcio termékeket a tovabbi feldolgozasttaineg kell tisztitani a reakciéban
jelenléws puffer, MgCh, Taq polimeraz enzim és be nem épilt ANTP maraakidl. Erre az
etanolos DNS precipitalasi modszert alkalmaztukye@e, hogy a PCR végterméket ugynevezett
acetat mixszel (1,5 pl 2M-os natrim-acetat; 7,25MQ viz; 31,25 pl 95%-o0s etil-alkohol egy
reakciora szamitva) kémirgizoval alaposan 0Osszekeverjuk és szémahsékleten 10 percig
inkubaljuk (etanol precipitacid). Az oldatban &walkohol vizelvoné hatdsa segit a DNS
kicsapddasaban, mig a natrium-acetat megakadalydwgy a megmaradt dNTP kivaljon az
elegy®l. Az inkubacidt 30 perces centrifugalas kovetiq@épm, 4°C) és feluliszo ledntése utan a
mintakra 180 pl 70%-0s EtOH-t pipettazunk, majdpgbcig 4600 rpm-en ismét centrifugaljuk. A
fellszo ismételt eltavolitasa utdn a pelletet I@igdiofilez6 vdkuum alatt vizmentesre szaritottuk
es mintanként 20 ul Hi-Di formamidot mértink ra,lyndenaturalt formaban tartja a DNS-t. A kész

elegyet 4°C-on, min. 24 oran at inkubaljuk.
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3.1.7.5.T-RFLP analizis

A T-RFLP analizis folyaman az Mspl restrikcios enmiel emésztett PCR terméket
kapillaris gélelektroforézissel vizsgaltuk. Ahogt &mlitettem, a PCR soran olyan fluoreszcensen
jelolt primert hasznaltunk (27f VIC), amelynek deggével a termindlis fragmenteket azonositani
lehetett a feldolgozas érdekében. Az eljaré$ Elpéseként a tisztitott, Mspl-gyel emésztett DNS-
b6l 1 pl-t adtunk 17,6 pl Hi-DIi™ Formamid (HCONHés 0,4 pl GeneScan™ 500 LIZ™ Size
Standardhoz (sztenderd mé&r&NS fragmentek). A két vegytilet kdzul a Hi-Di™ fiaamid a DNS
denaturalasahoz szikséges, mig a Size Standatelenaa fragmenteket tartalmazza, amelyekhez
viszonyitjuk a mintaban lévfragmenteket. Mintainkkal a kapillaris gélelektrodzist ABI 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystem, USA) segitséévégeztik. Az eredményként kapott
(kromatogramszé) T-RFLP &brakat GeneMapper szoftver segitségévikadtik (Applied
Biosystem, USA).

Vizsgalatainkban a T-RFLP vizsgalatok erdményeinekmalizdlasahoz egy sajat, C++
programnyelven irt programot hasznéltunk. A meddeléormatumra hozott nyers meérési
eredményekll elss lépésben az algoritmus az egyes fragmenthossegjész szamra kerekiti.
Amennyiben a kerekitések soran ugyanazon fragmemhogz tobb erdemény is tartozott, a
nagyobb értéket vettik alapul. A masodik |épésberalgorimus megvizsgalta, hogy az egyes
mintakban melyek azok a fragmentek amelyeknél doe@atti terllet kisebb, mint az azonos
mintaban mérhétlegnagyobb goérbe alatti tertilet 1%-a. Amennyiberaadott fragmenthossz ilyen
volt, akkor ugy tekintettiik, hogy megléte nem jébsnvagy mérési hibanak (,zajnak”) tekinthet

mintakban, ez alapjan tovabbi elemzékéltekintettiink.
3.1.8. Klonkodnyvtarak létrehozasa

A fentiekhez hasonléan éldépésben PCR segitségével a kdzosseégi DNS mintaddlS
rRNS géneket 27f és 519r primerekkel amplifikaltdkkeletkezett PCR terméket QIAGEN PCR
Clean up Kit-tel tisztitottuk és DNS-ligaz enzimnpeGemT Easy vektorral (Promega Co.) ligaltuk
(fragmentek 0sszekapcsolasa). Ezt késetkompeten&scherichia colisejteket transzformaltunk
ligalt vektorral. A vektort hordozé sejteket a 2.6fejezetben bemutatott kék-fehér szelekcid
segitségével szelektaltuk. Ehhez ampicillint (140@ml) tartalmazé LB (10 g pepton, 5 ¢
éleszbkivonat, 10 g NaCl, 17 g agar, 1000 tdesztillalt viz) taptalajra X-Gal-t és IPTG-t ikt
fel a gyartd altal élirt koncentracibban, majd erre szélesztettiik asafmnmaltE. coli sejteket,
amiket 37°C-on 24 6ran at inkubaltuk. A kit fehér telepeket sterilen atpontoztuk egy masik
ampicillin tartalmd LB taplemezre, majd UGjabb 24atdinkubaltuk 37°C-on. Az inkubaciot

koveben a tiszta, fehér telepeket egyenként 30 ul stemdt tartalmazé Eppendorfdatse vittik at
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sterilen. Kémaoékevekvel szuszpendaltuk a sejteket, majd a plazmid DN&asztasahoz F&-on

5 percig denaturaltuk, ezt kovwen 14000 rpm-en 5 percig centrifugaltuk.
3.1.8.1 Klonkonyvtarak feldolgozasa T-RFLP segitségével

A klonkonyvtar feldolgozasanak éldépéseként un. nested PCR technikaval M13f (5'-
GTAAAACGACGGCCAG-3) eés Ml13r (5-CAGGAAACAGCTATGAC?) primerek
felhasznalasaval minden klénszekvenciat amplifikéit A primervalasztas lényege, hogy ezen
primerek feltapadasi régidi csak a gazdaszervez@ibecoli Topl0) beépitett P-Gem-T Easy
vektoron talalhatéak meg, vagyis csak ezek a szakaamplifikalodnak a PCR soran. Minden
esetben negativ, illetve pozitiv kontrollt is ha@mnk, hogy a fals negativ, illetve fals pozitiv
eredményeket elkerlljuk. A PCR¢profilja és a mastermix (6. tablazat) oOsszeallitésy

reakcioelegyre szamolva:

98C 3 perc kezdeti denaturacio

94°C 10 mp Tag bemérése

9fC 30 mp denaturacio

52C 30 mp anellacioé 30 ciklus
72C 30 mp extenzid

72C 10 perc végsextenzio

£C © hiités

3. tablazatA polimeraz lancreakcidhoz (PCR) haszhd@iverék dsszetétele a terminalis restrikcios fragrhessz
polimorfizmus(T-RFLP) elemzés fragmentjeinek azdtésahoz készitet 16S rDNS alapu klénkényvtaraiébsa és
mennyiségik egy mintara szamitva.

Komponens Térfogat (ul)
MgCl, 3

Taq Buffer (Finnzymes, F-511) 5
dNTP (Finnzymes, F-560) 10
Taq polimeraz (Finnzymes F-501 DyNAzyme Il 1
Primer 1 (M13f) 0,5
Primer 2 (M13r) 0,5
DNS templat 3

MQ viz 27
Végtérfogat 50

A kovetked lépésben az élsPCR utan mar csak a transzformalt DNS régidboinsaad
fragmentek 27f és 519r szakaszat amplifikaltuk lisee fluoreszcensen jeldlt primert (27f VIC)
hasznaltunk, majd a tovabbiakban T-RFLP segitség&spaltuk a kibnokat. A PCR reagensek és
a korilmények megegyeztek a 3.1.7.1. alfejezetbigtakkal és a PCR terméket ismételten agaroz
gélelektroforézissel detektaltuk.

A restrikcios endonukleazokkal torteemeésztés osszetdves menete megegyezik a 3.1.6.3-
es pontban leirtakkal, de ebben az esetben terdplasknested PCR termék szolgAltestrikcios
emesztést kovéen etanol-precipitacios tisztitast végeztink. Azsnett PCR terméket tisztitas
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utan, 20 pl steril desztillalt vizben, egy napigiCG4on oldottuk fel, majd szintén a fent leirtak
szerint elvégeztik a T-RFLP vizsgalatot. Ebben sethen tehat megkaptuk a k6zosség egy-egy
tagjanak T-RFLP mintazatat. Ahhoz, hogy ezekebadkat taxonémiai szempontbdl is azonositani

tudjuk szekvenalo reakciot végeztink a PCR termékke
3.1.8.2.Szekvendlo reakcio

A szekvendlas elve az ugynevezett dideoxi-, vagygsr-féle lancterminaciés modszer. A
modszer nagyban hasonlit a fent leirt PCR-hez,biere az esetben a reakcioelegyben a dNTP
mellett fluoreszcens festékkel jel6lt médositotietixi-nukleotidok (a rib6z 2’ és 3’ C-atomjardl
hianyzik az oxigén) is talalhatok. A dideoxi, va@§T/G/C stop- nukleotidokat a polimeraz enzim
nem kilénbozteti meg a normél bazisoktdl (INTPReskat a normal nukleotidokhoz hasonldéan
beépiti a komplementer szalba, a hianyzo kapcssiduiat (3' -OH csoport) miatt azonban ezen a
ponton a komplementer lanc szintézise megszakadkakcio eredményeképpen a templat DNS
kulénbd® hosszusagu fragmentjei jonnek létre, végukdn aosifutt fluoreszcens nukleotidokkal.
A fluoreszcencia jellemiza stop nukleotid tipusara (A/T/G/C), vagyis a Mg bazis felismerhét
lesz. A szekvenalé reakcioelegy Osszetétele a kéxiet egy reakciora (végtérfogat 10 pl)
szamitva: 1 ul BigDye, 1,5 ul BigDye puffer, 0,5 primer (519r) és 7 pl templatként szolgalo
tisztitott PCR termék.

A vizsgalat szakaszai is hasonl6ak a PCR |épésethezakcié egy 10 masodperces, 94 °C-
os denaturacioval ke#dik, majd 54 °C-on 15 masodperc alatt a primemaptatokhoz hibridizal,
vegul 72 °C -on, 4 percig folyik a DNS szal sziigéz A harom szakaszbdl allo ciklus agzéhdz
hasonléan 30-szor ismédlik, majd a gép 4 °C-raili a mintadkat. A kapott végtermék az 519 reverz
primer hasznalata esetén kb. 500 bazispar hossgusagely altaldban elegefidaz adott
baktériumtdrzs pontos identifikaciojahoz (Lane, 1P9A végterméket a 3.1.7.4. fejezetben

bemutatott etanol precipitacioval tisztitottuk.
3.1.8.3.Kapillaris gélelektroforézis

A dideoxi nukleotidokkal fluoreszcensen jel6lt DIf@gmentek szeparalasat és detektalasat,
azaz a kulonbdz fragmenthosszisagu és ismert béazis tvémoédositott nukleotidok
fluorszcencidjanak mérését Applied Biosystems® ABHIO DNA Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA) genetikai analizator segitségeegéztik.

3.1.8.4.Szekvencia hasonlésag elemzés

A kapillaris gélelektroforézis (szekvenélas) sondegallapitott nukleotid sorrend alapjan a
vizsgalt mikroszervezetek faj szinidentifikacidja elvégezhét Mint azt az Irodalmi attekintésben

bemutattam a baktériumok identifikaciéjahoz a rdmea 16S alegységét kodolé DNS szakaszt
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hasznaljuk fel, amely kb. 1500 bazispar hosszusdatgl, mar a szekvenald készilekkel
meghatarozott kb. 500 bazisparnyi 16S rDNS nuklestirrend alapjan is nagy biztonsaggal
elkulonithebk a prokariota mikrobak faji szinten. A meghatasiméiz a kapott szekvencidkat on-
line médon a National Center for Microbiology Infieation nemzetkozi szervezet GenBank
adatbazisaban talalhatd szekvenciakkal vetettik zedss (NCBI GenBank,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) a BLAST algaritus alapjan (Altschul et al., 1997). Ezen felll
alkalmaztuk a kifejezetten baktériumok identifikddéa hasznalhato, a tipustorzsek szekvenciait
tartalmazo leBibi (Bio Informatic Bacterial Identi&tion) adatbazist (Devulder et al, 2003). Ha az
adatbazisban talalhatd, egy fajhoz kéthezekvenciak barmelyikének 16S rDNS bazissorreéslje
a vizsgalt torzsunk szekvencidgjdnak homologiaja hrakglia a 98%-ot, akkor a vizsgalt torzs
ugyanahhoz a fajhoz tartozik (Stackebrandt & Gaelf#94; Tindall et al., 2010).

3.1.9. Statisztikai médszerek

A biogeokémiai monitoring tevékenység soran Ujgit eredmények kozotti
kapcsolatrendszer vizsgalatat statisztikai mod&kete végeztik. A statisztikai vizsgalatok
mindegyikét a STATISTICA 7 és Microsoft EXCEL saddtek felhasznalasaval végeztik el
(Microsoft Inc., Redmond, USA).

3.1.9.1.Spearman-féle rang korrelacio

A korrelacio szamitasaval két teitzges valtozo értékei kozotti kapcsolat vizsgalhato
Amennyiben két valtozo értékei kozott pozitiv, suidkans korrelacidé mutathatdo ki azt
mondhatjuk, hogy a két valtozé egymastdl fhiggrtékeik kozott egyenes ardnyossag all fenn;
amennyiben negativ, forditott. Amennyiben két vaAitd6zotti korrelaciéd értéke nulla, akkor azok
nem korrelalhatok. A korrelacio maximalis értéke, fidinimuma -1 lehet. A korrelaciészamitas
specialis esetei az un. rangkorrelaciok (pl.: Spearféle rangkorrelacio), ezekben a két valtozo
ertékeildl képzett sorozatok korreldcidjat vizsgaltuk. Munkasoran az egyes mintak kémiai
analitikai és okotoxikologiai vizsgalatok eredmémgevégeztink korrelacioszamitast a Spearman-

féle rang korrelacio felhasznalaséaval.
3.1.9.2.Shannon-féle diverzitds elemzés

A biodiverzitas egy faj, a gének szintjén jelentkesokfélesége, amely a populaciok
valtozatossagaban mutatkozik meg (Lang, 2002). Bpkféleség szamszejellemzésére alkalmas
a Shannon-index, amely a biodiverzitas meghatadémeks egyik gyakran alkalmazott markere a
molekularis bioldgiai paraméterek elemzésére (Matlal, 2005, Rodriguez-Martinez, 2006). A
modszer segitségével egy adott tertleten fell@lfegok szamanak és egyedszamanak ismeretében
a kulonbosd teriletek fajgazdagsaga, sokfélesége hasonlitibasze. A T-RFLP vizsgalat
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eredményekeént kapott fragmenthosszakat tekintetdtgport reprezentansoknak, a gorbe alatti
terlletetet pedig azok egyedszamanak. Ezek aldggaonlitottuk 6ssze a kozosségi DNS T-RFLP

mintazatait a diverzitds mértéke szempontjabol.
3.1.9.3.T-préba, Mann-Whitney U

A szennyezett és kontroll mintak kozotti T-RF kid8agek kimutatdsahoz t-probat, illetve
amennyiben a valtozok nem mutattak normalis elggzMann-Whitney U tesztet hasznaltunk. A
statisztikai szamitasoknal az egyes valtozok a THR&nalizis egyes fragmenthosszai, valamint a

kémiai analitikai és 6kotoxikologiai vizsgalatoledmeényei voltak.
3.1.9.4 Klaszter-analizis

A klaszter-analizis egy olyan, a vizsgalt valtozekamat csokkeét eljaras, amelynek
segitségével nagymeéiietadattomboket homogén csoportokba tudunk rendeBEzieket a
csoportokat klasztereknek nevezzik. Az egyes ldeszén bellli adatok valamilyen dimenzio
szerint hasonlitanak egymashoz, és e dimenzi6 méiténbdznek a tobbi klaszter elenseitA
csoportositas alapjat kulonkbztavolsag- vagy hasonlosagmértékek képezik, ametyek
kulonbo®d tavolsagmértékekkel (pl.: euklideszi-tavolsag, nesuklideszi-tavolsag, Pearson-
tavolsag) jellemezhetjik. A klaszterezés algoritmishet hierarchikus és nem hierarchikus. A
hicherarchikus elemzés a klaszterezés mézolep elkészitett klaszterek segitségével, mig a nem
hierarchikus klaszterezés Gjonnan képzett kladzgitségével végzi. A hierarchikus klaszterezés
lehet Osszevono és feloszté. Az O6sszevonas soramlgaritmus minden elemet kalénallo
klaszternek tekint, majd ezeket olvasztja egyreyobly klaszterekbe. A feloszté mdédszer soran
eleinte minden minta egy klasztert alkot, majd &skkalasztédnak le az egyes mintak tovabbi
klaszterekbe. Az 6sszevono klaszterezés soran lx@drcsoportositasi modszerek léteznek, ezek
koézil munkank soran az un. egyszEmcmaodszert (,linear linkage method”) hasznaltaelynek
soran az egyes klaszterek kozotti tavolsagot ddgittzelebbi elem kdzotti euklédeszi-tavolsag
alapjan szamitottuk ki. A klaszter-analizis segiés&l munkank sorén arra kerestiik valaszt, hogy
mennyiben hasonlitanak a kulonBoterultek T-RFLP mintazatai a mintak szennyeze#tiég

flggden, valamint ugyanez mennyire igaz azonos teridetette mas-mas mintavételmbntban.
3.1.9.5.Biomarker keresés

A biomarker keresés révén - cétiaésinknek megfeléen - arra kerestik valaszt, hogy az altalunk
vizsgalt mintak felhasznalasaval kijelolblete olyan fragmentek, amelyek megjelenése, illetve
eltinése alkalmas lehet a mintak szénhidrogén szenis@gének érejelzésére. A keresést
azokon a T-RF-eken végeztik el, amelyek a hattészémnyezett mintak kozott szignifikdns

valtozast mutattak a statisztikai analizis alapj@n.markerek jellemzéséhez specificitast és
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szenzitivitast szamoltunk. A diagnosztikus probaenzitivitasa azt jelenti, hogy az adott
modszerrel hany szazalékos val6gzéggel lelhdik fel a valodi pozitiv esetek. A specificitas
pedig azt mutatja meg, hogy az adott modszer haagasekos valdsziiséggel jelzi dre a valddi
negativ eseteket.
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3.2. Szénhidrogén bonté mikroszervezetek izolalasa

3.2.1. Szénhidrogén bonto mikrobak izolalasa szennyezettknyezeti mintakbol

A doktori munka masodik részének célja az volt,yholgjjal szennyezett kozegekbeddig
nem ismert, j6 szénhidrogén bont6 képességgel liamiettrzseket izolaljunk, amelyeket a
késsbbiekben, pl. az ébb bemutatott monitoring terlleteken is, fel tudumlasznalni
oltbanyagként. Ennek megfeleh hét, hazai, szénhidrogénekkel szennyezett tenilgt. sz.
tablazat) végeztink talajviz, biofilter, olajipa@ennyviz, illetve egy esetben talaj mintavéteitt A
valoszirisitettiik, hogy ilyen szennyezett karhelyeken nabyddséllyel izolalhatok olyan
baktériumok, amelyek a szénhidrogéneket, mint seé&idt hasznositani tudjak élet- és anyagcsere
folyamataikhoz, vagyis biodegradaciora képesek. Wen kozegekbl szarmazd mintak
szennyezettségét akkreditalt kémiai analitikai tabrium altal végzett vizsgalatok igazoltak
minden esetben. Az analitikai eredmények alapjanvételezett talaj- és talajvizmintdk
szennyezettsége minden esetben meghaladta a satBlyszennyezettségi hatarértéket a vizsgalt
szénhidrogén komponensek (TPH, BTEX) esetében. AMtawnételezésekkel kapcsolatos

informaciokat az alabbi 4. sz. tablazatban mutdtem

4. szamu tablazatA biodegradacidban alkalmazhat6 baktériumok izgkatéak érdekében vett, hét, hazai,
szénhidrogénekkel szennyezett helysziblekzarmazo mintak bemutatasa, a mintak jeleivel

hMintavéteI Helyszin tipusa | Minta tipusa Mipték Mintak jele

elye szama

Béatonyterenye tofidllomas talaj 1db CHBT

Sésd tolballomas talajviz 4db 4S,5S, 7S, 8S
Opusztaszer Olajvezeték torés talajviz 2db OMM;:®
Szarvas toliallomas talajviz 1db SZM5

Egykori szovjet katonai repdiér biofilter 2db TBF1, TBF2
Zalaegerszeg tdléllomas talajviz 2db Z5, 79

Hazai I5olajfinomitd olajipari szennyviz| 2 db ZFM 19, ZFM23
A mintazott tertiletek szama: 7 Osszes minta (db); 4

A folyadék (talajviz, szennyviz) mintédkat acél baikl, barna, rilanyag kupakkal zar6do,
fél literes térfogatu Uvegedénybe vételeztiik. Adsdi(talaj) mintakat kb. 100g minta befogadasara
alkalmas, szintén barna, teflon szeptummal ellatstivaros kupakkal zar6dd, poriiveg edénybe
vettik. A mintavételi eszkdzeinket, a mintavetedigabzéen autoklavban (120°C-on, 20 percen at,
1 Atm nyomason) sterileztik. A mintakat fédlytelzarva, flitve (4°C-on) taroltuk és a
mintavételezést kovéen 24 6ran belll a vizsgaldlaboratériumba szallitot

A szelekciohoz els1épésben a begjott mintakbdl 10 mi-t, illetve a biofilter és ggminta

esetében 10 g-ot sterilen 100 ml, egyediili széastEmt 2 crhgazolaj-kolaj keveréket tartalmazé
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OIR-IIl taplevesbe (Osszetetele: 5,0 g (W3O, 0,5 g KHPO; 1,0 g KHPO; 05 g
MgSOyx7H,0; 0,2 g CaGx6H,0; 0,01 g FeSgx7H,0; 0,5 g pepton; 0,5 g éleskivonat, 1 liter
desztillalt viz) mértiik, 250 ml-es Erlenmeyer lokdkba. A szénforrds 8kités (csak gazolaj-
koolaj) célja az volt, hogy csak a szénhidrogénekkebemben tolerans, esetlegesen azt
biodegradalni képes baktériumok szaporodjanak Zebldatban. A szuszpenzié 72 éras 20 °C-on
végzett razatdsa (SARTORIUS BS-1 sikrazégépen,ri®0fordulaton) soran kialakult szubmerz
tenyészetdl higitasi sorokat készitettiink: 9 ml desztilldlt €s Tween 80 (felliletaktiv detergens)
keverékét tartalmazé kémcsdvekbe 1 ml pipettazeunizatott tenyészetb(10* higitas). Ebbl a
higitasbdl kémaegazos keverés utan az azt kdveétml, hasonléan dsszeallitott oldatba mérttink 1
ml-t (1% higitas), és igy tovabb 4@agysagrendig (hatarhigitasos modszer). A1 higitasbol
TGES5 univerzalis taptalajjal lemezt 6ntottiink. #as) 30°C-os inkubaciot kovetn meghataroztuk

a kornyezeti minta 6sszeségéjt szamat CFU (Colony Forming Units)/ml mértélsgben
kifejezve. A tipusos, izolalt telepestdbbszori tisztitd szélesztéssel a mintara jettemikrobakat

izolaltunk, unikalis (egy baktérium torzset tartalrd) tenyészeteket hozva létre.
3.2.2. Gravimetrias bontasi kisérlet

A fentiek alapjan izolalt térzsekbfolyékony 50 ml térfogatu TGES taplevesben razsaa
nagy (~16-16° CFU/mI) éBsejtszamU tenyészetet hoztunk létre, melyet Gjnmaa fent emlitett
OIR-Ill gazolaj-ksolaj keveréket tartalmazd oldatba oltottuk. 120 sorazatds utan vizudlis
vizsgalattal (1. képkulonitettiik el azokat a torzseket, amelyek lathatédon egyérteliren
megvaltoztattdk az olaj mennyiségét, allagat (plulgealt olajcseppek, az olajgy eltinése),
eloszlasat a kontroll lombikhoz képest. Az igy kbgatott mintdkbdl gravimetrias méréssel és
extrahald szerekkel levalasztottuk a megmaradiaplanelyet beparlassal forraspont kilonbség
alapjan elvalasztottunk az oldés#értEhhez a folyékony tenyészet 100 %eé, 250 crites
elvalasztotolcsérben, 3x50 Empetroléterrel, majd 1x50 chikloroformmal razattuk. Az oldészeres
fazisokat minden razatas utan Diren 619 G Ywrégapiron s#rtik at és ismert tomeég
gomblombikokba ontottik. A lombik oldészeres oldghmat 50-60°C-os vizflfgh desztillaltuk,
igy a maradék olddszert is eltavolitottuk, majdeparlasi maradékot szazadgramm-pontossaggal
mertuk vissza. Az esetlegesen visszamaradt vizcditasa érdekében a méréstela mintakat
50°C-on sulyallandésagig szaritottuk MEMMERT szZfsziekrényben. Kontrollként szénhidrogént
ugyanilyen ardnyban tartalmazo, oltatlan, de razéityékony tenyészetet hasznéltunk. A beparlast
Heidolph automata beparlé készilék segitségévedztdly. A maradék olaj tomegét a kontrollhoz
viszonyitva megkaptuk a %-ban kifejezett szénhidnodpontasi eredmeényt. A vizsgalatokat 3
ismétlésben végeztik, igy a harom bontasi eredralagoldsaval nyertiik adott térzs esetében a
bontasi % értékeket.
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1. képSzénhidrogén bontas hatasara bekovétkeitozas a ZFM 23.1 j&] szénhidrogén szarmazékokkal szennyezett
teruletil izolalt térzzsel oltott, OIR-I1l tApoldatot és zdlaj és Kolaj keveréket tartalmazdé lombik (jobb oldalon)
esetében a (120 6réas, szobralBrséklet) razatas utan, dsszehasonitva a kezreketigrollal (bal oldalon)

3.2.3. Mikroszervezetek faji szinti identifikacioja

A jo bonté képességekkel rendelkezolalt mikroszervezetek faj szihtidentifik&ciojat
molekularis biolégiai mdodszerekkel, vagyis részied6S rDNS szekvencia analizis alapjan
végeztik el. A vizsgalat Iépései:

* DNS tisztitas
* PCR reakcio
* 16S rDNS szekvencia analizis

» Szekvencia hasonlésag elemzés
3.2.3.1.DNS tisztitas

A genomi DNS kivonasat azdéaetesen nutrient taptalajon, 48 6ran at 30°C-on rps®
fordulattal razétermosztatban inkubalt individualisgy torzset tartalmazd) sejtszuszpenziobdl
végeztuk. Az extrakciohoz a kereskedelmi forgalomtb@aphaté UltraClean® Microbial DNA
Isolation Kitet hasznaltuk (MoBio Laboratories INdSA). Az unikalis baktériumszuszpenziébdl a
DNS kivonast az emlitett izolal6 kit hasznalatigitasat valtozatlanul kovetve hajtottuk végre.

3.2.3.2.PCR reakci6

A 16S rDNS identifikacibhoz sziikséges szakaszatiémokasnal bemutatott 27f 519r
primerparokat hasznaltuk, valamint a kozel teljés gzekvencia meghatarozashoz a 16S rDNS
szakaszt 27f és 1492r (5-TACGGGTACCTTGTTACGACTYJ.-3'valamint 519f (5
CAGCMGCCGCGGTAATWC-3 és 1492r primerek hasznalataval amplifikaltukn@al991). Az
amplifikaciot az automata Eppendorf Mastercycleypg@&dorf, Németorszag) készilék segitségével
hajtottuk végre. Az 5. sz. tdblazat mutatja a PGRrs hasznalt kilénbézanyagok mennyiségét
egy reakciéelegyre szamolva.
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5. szdmu tablazatA 16S rDNS alap, faji szifitidentifikdciéhoz hasznalt polimeraz lancreakci€f® soran
alkalmazott anyagok és mennyiségiik egy mintara gzam

Komponens Térfogat (ul)
Taq Buffer (Finnzymes, F-511) 5
dNTP (Finnzymes, F-560) 10
Taq polimeraz (Finnzymes F-501 DyNAzyme 02
1)) '
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
BSA 5
DMSO 2
DNS templat 3
TWEEN 20 0,5
MQ viz 19,3
Végtérfogat 50

A PCR Foprofil 6sszedllitasa:

98°C 5 perc preinkubacio

94°C 10mp Taqg polimeraz enzim bemérése
94C 30 mp denaturacio

56C 30 mp anellacio 35 ciklus
72C 60 mp extenzid

72°C 10 perc végsextenzio

4°C 0 hiités

3.2.3.3.Agaroz gélelektroforézis

A PCR sikerességét és a megfeletéreti fragmentek jelenlétét agardz gélelektroforézis

segitségével ellémiztik a 3.1.7.2. fejezetben leirtak alapjan.
3.2.3.4.PCR termeék tisztitasa

A PCR termékeket, vagyis a nagy szamban amplifiRélS szakaszt aadvanced" PCR
Clean Up Kit (Viogene Inc., USA) segitségével fisntuk, a gyartd utasitdsait kovetve. Ennek
alapjan az elektroforézis utdn megmaradt terméggt 165 ml Eppendorf ébe pipettazzuk és
megadott tisztitofolyadék hozzadadasa utan kékexevel homogenizaltuk. Az igy keletkezett
oldatot egy specialis silico-membran réteggel ettabszlopra meértik. A membranhoz a 100
bazispar - 10 kilobazis métetDNS fragmentek kédnek, viszont a szamunkra szikségtelen
alkoték (pl.: primer dimerek, maradék dNTP) 1-2qgesr centrifugalas hatdsara athaladnak rajta. Az
oszlop atmosasat a protokoll szerint tovabbi kesdfmlyadékkal is elvégeztik. A folyamat végén a

csoveket még egyszer 3 percig centrifugaltuk makenidrdulatszamon, igy eltavolitva a maradék
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puffert. Az oszlopokat tiszta Eppendoribbe helyezve a membran kézepére 30 ul eluélo puffert
mérink, majd 10 perces szoBatérsékleten torténinkubacié utdn 14500 rpm-en centrifugaltuk,
igy a c$ aljan méar csak a tisztitott PCR termék marad. #etitids eredményét agardz

gélelektroforézissel elléniztik. Az amplifikalt DNS templatot szekvenaltuk.
3.2.3.5.Szekvenalo reakcio és kapillaris gélelektroforézigkvencia elemzés

A szekvenalds menete megegyezett a 3.1.8.2. fe@releirtakkal. A kapillaris
gélelektroforézist ebben az esetben is az AppliedyBtems® ABI 310 DNA Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA) segitségével végeztik.

A kapillaris gélelektroforézis (szekvenalas) soika@pott szekvenciakat on-line modon a
NCBI GenBank és a leBibi adatbazisdban talalhatékwenciakkal vetettik Ossze. 98%-0s
szekvencia hasonlésag esetén, a vizsgalt torzseadatbazisban fellelh&t mikroba fajhoz
tartozénak tekintettik (Stackebrandt & Goebel, 19b#hdall et al., 2010), ahogy azt a 3.1.8.4.
fejezetben bemutattuk.

3.2.4. Reészletes biodegradacios vizsgalatok (bontasi kiset)

Az izolalt mikroszervezetek szénhidrogén bontasi pakitdasat nem  kizarolag
laboratériumban 0Osszeallitott, hanem eredeti, szeit terlletll szarmazd kornyezeti minta
esetében is igazolni kivantuk. Ennek megéael egy altalunk kidolgozott modszer alapjan
extrahalhato alifas szénhidrogéneket (EPH) tartatntalajvizmintat hasznaltunk a mikrobatérzsek
bontasi képességeének igazolasara. Erre a célraseggli helyszirdt szarmazo, szénhidrogénekkel
szennyezett minta (INNO-NK-2) jelentette a tovalaltioratoriumi kisérletek kiinduldé mintajat. Ez
utdbbi minta TPH szennyezettségét a kémiai analigkalatdmasztotta. Az INNO-NK-2 mintat a
laboratoriumi kezelések @&t sterileztik. A sterilezett minta (steril kontjojele INNO-SK lett.
Steril kontrollra azért volt sziikség, mert a prograoran kivalasztott mikroszervezetek bontasi
kapacitasat kivantuk vizsgalni, nem pedig a vizésatlegesen természetesen jelenk&zosségét.

A sterilezést automata autoklavban 1,2 Atm nyomd2¥C-on 20 percig végeztik. Az analitikai
vizsgalatok alapjan a kontroll a sterilezés utatarsalmazott elegeridszerves szennyéanyagot
ahhoz, hogy a bontasi kisérletet kivitelezzilk. AYSNO-SK-val megegyez mintakkal 6
parhuzamos kezelést végeztink, illetve egy komtkézitettink (6sszesen 7 minta). A kezelések
soran a szennyezett kdrnyezeti mintat a szelekéasgalataink soran izolalt mikrobakkal oltottuk
be. A kisérletben az Gjonnan izolalt mikrobak koalullBF2/20.2, a ZFM23.1 és 4S-8 torzsek
bontasi képességét vizsgaltik vitro, kornyezeti mintan. Az SZM54.2, valamint az OM7-2
torzseket a kisérlet inditasdig nem sikerult &kefiértékben felszaporitani a TBF2/20.1-et pedig
patogenitdsa okan zartuk ki a tovabbi vizsgalatBokisérletben negativ kontrollként sterilezett

koérnyezeti minta szerepelt, amelyet az oltott nkkéh azonos korilmények kozoétt razattam 6t
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napon at. Pozitiv kontrollként harom kulonbdzeallitasban az un. SAFEREMED bioremediaciés
oltéanyag tagjait hasznaltuk fel. A SAFEREMED ohgag alkoté mikrobak egy szabadalmilag
védett know how részei, amelyek pontosan meghaifirogs jeleriis mértéki olajbonto
képességgel rendelkeznek (Atzél, 2008) és bioremedian alkalmazzakboket. A bontasi
kisérletben pozitiv kontrollként felhasznalt tokzseNCP-3: Pseudomonas putidaAK-35:
Rhodococcus erythropofisAK-38: Rhodococcus gordoniaeAK-40: Rhodococcus rhodochrous
CHB-15: Micrococcus nishinomiayensié kontrollként felhasznélt torzs kombinaciok: N&RK-

38; AK-40/CHB-15; AK-38/AK-35. A parhuzamos kezed&sebtt az INNO-SK-val megegyéz
sterilezett mintakat kezelésenként 7x100 ml-t mndlikba osztottuk szét. A kezeléseket 5
ismétlésben végeztilk majd a bontott terméket homngkuk az analitikai vizsgalathoz sziikséges
500 ml minta dallitasdhoz. A 3. abra alapjan 0Osszedllitott, 24sOrTGE5 ferde agaron
felszaporitott torzstenyészetéklszarmazo, individualis baktérium térzseket 48n0ék razattuk
folyekony TGES5 tapoldatban. A TGE5-0n felszapotitdtaktérium szuszpenzioval 5 ml
mennyiségben oltottuk be az egy bontasi rendszartmzd lombikokat.

A szétosztott kornyezeti mintat minden kezelésésmat azonos mennyiségben oltottuk be,
mig a negativ kontroll esetében 5 ml sterilezetztidéllt vizet alkalmaztunk, a koncentracio
azonossag érdekében. (Azon kezelések esetén, amwkailtas 2 mikroba torzzsel tortént, az
inokulum mennyisége 2,5-2,5 ml volt.) A kontrollmtékat és a beoltott ,bontasi rendszereket” 6t
napon at szob@mérsékleten razattuk. A razatas utan a kontroltdket €s a bontasi rendszereket
a parhuzamos kezelések homogenizalasaval analitikagalatra alkalmas térfogata atlagmintat

készitettiink, melyet az emlitett akkreditalt kénaiaalitikai laboratorium vizsgalt a tovabbiakban.

Kornyezeti minta _Sterilezés - 100 mi *
UNNé¢u02) EISEZ INNo-sK 1m”nf>ﬁogggks §E
- 100ml 1™ 5 kezelés — =
L 100ml I™ 3 kezelés I:
L 100ml I™ 4 kezelés -
_100ml %5 kezelés | <
L 100ml I™ 6§ kezelés ! =z
<

Bont6 mikrobak H 6 féle inokulum

(TGES5)

3. dbra A részletes biodegradacios képesség elemzéshazmftdsantasi kisérlet sematikus abraja. Az INNO-RK-
jelt kdrnyezeti minta szennyezett teriéészarmazo talajviz, amelyet a bonté mikrobakkajzett oltas €itt
sterileztlink, annak érdekében, hogy ne a mint&ba@nhikroszervezetek bont6 képessége érvényesiiljon.

3.3. Uj baktériumfaj leirdsahoz sziikséges vizsgalatok

A fent bemutatott, bontasi kapacitdssal rendélkezikroszervezetek keresése soran olyan
mikroszervezetet izolaltunk, amelynek szekvencigaalkalmazott referencia adatbazis (NCBI
GenBank, leBibi) identifikalt mikroba torzseivelads kb. 93% koruli homoldgiat mutatott. Az

eredmény alapjan ez a torzs egy eddig ismeretlerfajujelolt. Az eredmény tudomanyos
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alatdmasztasahoz a 16S rDNS alapon elért molegkubdmiogiai eredmény kiegészitésre szorult,
azaz a kozel teljes 16S rDNS szekvenciat meg kdflatarozni, valamint a 2.3.1. fejezetben

bemutatott identifikcids vizsgalatokat is el kitlieegezni.
3.3.1. Molekularis biolégiai vizsgalatok
3.3.1.1.Filogenetikai vizsgalatok

A fent leirtak alapjan a szennyezett koz#gholalt, ismeretlen fajhoz tartoz6 torzs szekvajat
0sszehasonlitottuk az NCBI GenBank és a leBibi kddasaiban talalhatdo publikaciok eés
tipustérzsek szekvencidinak eredményeivel. A tobdisz 6sszehasonlitast a CLUSTAL_X
(Thompson et al., 1997) programmal végeztik. EzatdEGA4 (Tamura et al, 2007) szoftver
felhasznalasaval az () faj rendszertani elhelydmsdilogenetikai torzsfat készitettink. Ez a
taxonomiai vizsgalatokhoz hasznalhato szoftver maatgoritmust hasznal a térzsfa elkészitéséhez,
ebbl kett6 Un. tavolsag alapu modszer: a ,neighbour-joinif@aitou & Nei, 1987), és a
~-minimum-evolution” (Rzhetsky & Nei, 1992), valantiagy karakter alapt modszer, a ,maximum-
parsimony”, vagyis ,legnagyobb takarékossag” akgaus (Swofford, 1993). Az evollcios

tavolsagot a Kimura-féle kétparaméteres modelsz&atlapjan értékeltik (Kimura,1983).
3.3.1.2.Guanin és citozin arany analizis

A teljes genomi DNS guanin és citozin (G+C) tartatak vizsgalatat, megbizas alapjan, a
Német Mikroorganizmusok és Sejtkultirdk Nemzetitf@meénye (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ) végezte.viksgélat soran a DNS-t enzimatikusan
emésztették nukleotid alkotokra, mely alkotokateravfazisi HPLC késziléken valasztottak el
(Tamaoka & Komagata, 1984; Mesbah et. al 1989).

3.3.1.3.DNS-DNS hibridizacio

A viszonylag kis szekvencia hasonl6sdg miatt a NS hibridizacio elvégzésére nem volt
sziikség ez a vizsgalat ugyanis csak 97% feletoriidsag esetén elvart (Tindall et al., 2010).
Mivel az altalunk azonositott torzs szekvenciajadaeli rokon ismert térzsek kozil csak 93%

kordli hasonlésagot mutatott, ezért ezt a vizsgélaem végeztik el.
3.3.2. Fenotipusos vizsgalatok
3.3.2.1.Morfologiai leiras

A modern taxondémiai elemzéseket megalapozé filogjeaievizsgalatokon tul az Uj faj
leirashoz tovabbra is fontosak a klasszikus milkk@gas vizsgalatok, illetve Gram-festés
elvégzése, de ide tartozik a torzéntérséklet, pH és taptalaj preferenciajanak leirésa,

kemotaxonOmiai jellemzeés, az asszimilacids tesziédtye az enzim aktivitas meghatarozasa.
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Vizsgalataink soran 72 oran at 30°C-on TGES5 és R@#on (0sszetétele: 0,5 g élékrtonat; 0,5
g protedzpepton; 0,5 g kazein hidrolizatum; 0,3itkéz; 0,5 g keményidt 0,3 g KHPO;; 0,05 g
MgSO4 x 7HO; 0,3 g natrium-piruvét; 15 g agar; 1 liter de§tiviz, pH 7,2+0,2, 25 °C) inkubalt
sejtek morfoldgigjat 1000-szeres nagyitasu fényrosikkoppal (Zeiss docuval) vizsgaltuk. A
Gram-festést Buck (1982) mddszere szerint végeiildvekedées émérsékleti és pH tartomanyat
és optimumat TGES5 taptalajon, illetve taplevesbenapon at tarté tenyésztéssel, 3, 4, 5, 10, 15,
20, 25, 28, 30, 32, 37 40, 42 és 45°C-on, illetde20-10.0 kozott, 1 pH egység léptékkel mérve
hataroztattuk meg a Mégazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzetiij@ményében
(NCAIM). A so tolerancia vizsgalatot R2A agaronn&pon at inkubalt 1-10% (w/v) NaCl oldattal
végeztik. Valamint leirtuk a tdérzs ndvekedési képgsét 30°C-on nutrient-, tripton széja (TSA) és
MacConkey agaron (MERCK 105450, 105458, 104029).

Az OF teszt, a citrat hasznositas, a katalaz a&syaz eszkulin hidrolizis, a nitrat redukcio,
a TWEEN 80 hidrolizis, a zselatin hidrolizis, aznabav hasznositas, fenilalanin deaminécio,
valamint a hidrogén-szulfid produkcié vizsgalatZngen az NCAIM végezte Barrow and Feltham,
1993 ebirasai alapjan. A tovabbi asszimilacids tesztekalamint az enzim aktivitas leirasat API
20NE, API 20E, API ID 32GN, API 50CH és APl zZzYM mskitek (bioMérieux, France)
segitségeével végeztik el a gyartéigisait kovetve. Az Uj faj leirdsok elvarasainakgfetelsen
vizsgalatainkat nem csak sajat mikroba torzsinktébse, hanem az 6sszehasonlithatosag
érdekében a mar leil®livibacter tipustorzsekkel is elvégeztik. A vizsgalatok ehésghez a
torzseket nemzetkdzi mikrobiologiai @jteményekidl szereztik be. Az OF tesztet, citrat bontast,
katalaz aktivitast, az eszkulin és zselatin hyidist, 5% NaCl koncentracié melletti névekedést, a
malonat bontast a fenilalanin deaminaciét a tesrtd&lll Barrow és Feltham (1993) mdodszereivel
is megebsitettem.

3.3.2.2.Sejtmembran zsirsav anailzis

Az Uj faj jelolt torzs sejtmembran-zsirsav anabtiszintén a DSMZ végezte. Az analizis
soran agar-lemezre szélesztett 40 mg sejttenyédzttlyett biomasszabdl tortént a zsirsav-
metilészterek kinyerése szaponifikalassal, metihai és extrakcioval (Miller, 1982; Kuykendall et
al. 1988). A zsirsav-metil-észtereket Sherlock Mglgal Identification System (MIS) hasznalataval
kulonitették el. Az identifikacidés rendszer a gawkatogram alapjan, a MIS Standard Software
(Microbial ID) hasznalataval automatikusan azonasit zsirsavkomponenseket, valamint
szazalékos aranyukat (Kampfer & Kroppenstedt, 1996)zsirsav analizist az 6sszehasonlitd
torzsek esetében nem az eddigi publikaciokban neggjeredmeények figyelembe vételével, hanem

a tipustorzsek ismételt vizsgalataval értekeltiigyis a torzseket azonos taptalajon és inkubacios
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koérilmények kozott tenyésztették, mint az Uj faplieizolatumot, igy elkerulhétvolt az adatok

ebbl adddo eltérése.
3.3.2.3.Respiratorikus kinon analizis

A respiratorikus kinon és lipokinon analizist seimta DSMZ végezte. A respiratorikus
lipokinonok elvalasztdsa 100 mg biomasszabol, ainasrikus kinonok elvélasztdsa metanol-
hexan keverékkel tortént (Tindall 1990a; 1990b,7)08 respiratérikus lipokinonok (menakinonok
és bikinonok) elvalasztasat szilikagélen (MachéYagel Art. NO. 805 023) végezték vékonyréteg
kromatografia segitségével (oldészerként hexan eésil-terc-butiléter 9:1 aranyu keveréke
szolgalt). A vékonyréteg lemditr eltavolitasra keriiltek a menakinonoknak és ulmkRivknak
megfeleb UV elnyeb savok, majd megtortént ezek HPLC analizise. A sték®C Analytical
(Thermo Separation Products) HPLC készllékhez kdipesverz fazisu kolonnan (Macherey-
Nagel, 2 mm x 125 mm, 3 mm, RP18) végezték, eluamsknetil-alkoholt hasznéltak. A

respiratorikus lipokinonokat 269 nm hullamhosszetekltaltak.
3.3.2.4.Polaros lipidek meghatarozasa

Az U] faj jelolt torzs polaros lipid tartalmanakzggalatat a DSMZ végezte Minnikin és mtsai

(1979) utmutatasanak megféleh.
3.3.3. Elektronmikroszkopos felvétel készitése

Az elektronmikroszkdpos felvételek elkésztéséhedzagalt torzs 48 o6ras, 3T-on R2A
taplevesben inkubalt tenyészetét hasznaltuk feiniltabdl 5 ml szuszpenziot aktiv szénnel bevont
gridekre cseppentiink és 5 percig hagytuk adszdrtdeiala felileten, szobé&mérsékleten. A
mintak negativ festéséhez egy csepp 1% -os uregi&tot kellett a gridre tenni, amelyet egy perc
varakozas utan eltavolitottunk, majd éelsepésben szobémérsékleten légszarazra, ezutan
folyékony CQ-dal a kritikus pontig szaritottuk (Bozzola & Ruks&991). A preparatumot Zeiss
EM 910 elektronmikroszkoppal, 40kV gyorsitd fesgétien vizsgaltuk.
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4, EREDMENYEK

4.1. Szénhidrogénekkel szennyezett teriiletek biolégias@eokémiai vizsgalata

Mint azt a 3.1. fejezetben bemutattam a szennye¥esa terlletek mikrobioldgiali
valtozasdnak nyomon kovetése érdekében harom, momgyagi, szénhidrogénekkel szennyezett
helyszinen biologiai és geokémiai monitoring remdsmikodtettiink. A talajviz mintdk a harom
terllet szennyezett és hattér mintavételi pontjagzérmaztak. A mintavételi helyszineket, azok
pontjait, illetve az alkalmakat kulon-kilén szameh81 minta mikrobiologiai és analitikai
eredményeit elemeztik (n=31). A talajviz mintakédalott oxigén, redox potencial, pH, csiraszam,
szénhidrogén bonto csiraszafiiivibrio fischeri 6kotoxikoldgiai teszt (ToxAlert 100®), valamint
TPH, BTEX méréseket vegeztink (1. mellékelt taklaza

Els6 lépésben Osszefliggést kerestiink a harom terldatemkkreditalt kémiai analitikai
laboratérium altal vizsgalt szennyekomponensek (TPH, BTEX) mkoncentracidja és a TerAl
100, Aliivibrio fischeri alapu sztenderdizalt (ISO 11348) mikrobiologiapfilkikoldgiai modszer
(3.1.6. fejezet) eredményei kozott. Igazolni kivémthogy az egyes mintak Okotoxikologiai és
kémiai analitikai eredményei kozott Osszeflggéseditisztikailag is kimutathatok. Ennek
eldontésére Spearman-féle rangkorrelaciés koefficieszamitast végeztink, STATISTICA
szoftverrel. A vizsgalathoz az Osszes terilet mindmintavételi pontjanak eredményét
felhasznaltuk, figgetlendl attdl, hogy melyik tetihl szarmazott a minta, valamint, hogy az
analitikai eredmeények alapjan az szennyezett, Vediér. A statisztikai értékelés eredményét a 6.

sz. tablazat foglalja dssze.

6. szamu tablazatA harom hazai helyszikszarmaz6 szennyezett és hattér talajviz mintaBi{hszennyezanyag
mennyiségének és a Tox Alert 100™ 4ltal szamitadtitasanak (E€) 0sszehasonlitasa a STATISTICA, matematikai
statisztikai szoftverrel szamitott Spearman-féigkarrelacioval. A rangkorrelacio értéke -1 és 6z dtti érték lehet.

A két valtozo kozotti 0sszefliggés anndl szorosatiel kzelebb van a mért érték a +1, illetve t&ldrez. A szoftver
analizis eredménye alapjan minden érték tekintetébignifikadns 6sszefliggést mutattunk ki a kétoziltkozott.

Kockazatos anyag EC 5
Benzol -0,617135
Toluol -0,686002

Etil-benzol -0,650600
Xilolok -0,763680
Egyéb alkil benzolok -0,766920
VAPH (C6-C12) -0,747321
VPH (C5-C12) -0,719477
VALPH (C5-C12) -0,798951
EPH (C10-C40) -0,809142
TPH (C5-C40) -0,812834

A STATISTICA szoftverrel szamitott rangkorrelacitedményei alapjan az 6sszes vizsgalt
kémiai analitikai paraméter és a mért EC50 értdkdott egyértelmi, szignifikans negativ &leli

korrelacio mutathatd ki. Ezek alapjan igazolhatogyha mintak toxicitasa a vizsgalt szenrntyez
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anyagok mennyiségével korrelal, vagyis a tesztbeszialt mikroba Aliivibrio fischeri)
élettevékenységét a mintdkban dészennyedanyagok mennyisége negativan befolyasolja. A
tesztszervezet tehat valGban érzékenyen reagaleanyzzésekre, vagyis a lumineszcencia
jelentbsen csokkent a kontrollhoz képest, a higitasi soralkkalmazott, szennyezett talajvizek
esetében. A statisztikai elemzés arra is ramutdtotfy a szoros korrelacié nem csak a szennyezett
talajviz mintékat jelezheti nagy biztonsaggal, dea#tér mintdk esetében joval kisebb toxicitast
mutat. A toxikoldgiai mddszer eredményei alapjdhatea szennyezett és hattér minték is jol
elkilonithetk. Fentiek alapjan tehat olyan esetben, ha a kémamailitikai eredmények nem
igazoljdk a szennyezettséget €s megis toxicitéastplhato, akkor mindenképpen valamilyen mas
(pl. a szénhidrogén szenngérsl eltérb szennyed) kémiai komponens jelenlétére kell
gyanakodnunk.

Az Aliivibrio fischeri alapu toxikoldgiai vizsgalatok és szenyezettsélgitegk matematikai
statisztikai elemzését szamos saef/hite & Claxton, 2004 Gilli et al, 2005;O0campo-Duque,
2008 alkalmazta kulonbdr kozegek (ivoviz, talaj, felszin alatti viz, llejlédsetében, de BTEX
illetve TPH szennyezett talajviz szennyezettségi t@skologiai eredményeinek statisztikai

elemzésére ez idaig nem volt eredmény, kilonoseértés szennyezett mintak 6sszevetésére.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (I. tézis, a 4.1. fejezet eredményei alapjan):aBpan-féle
rangkorrelaciéos szamitas szerint harom hazai, sh@genekkel szennyezett karhely adtér
idépontokban vett hattér és szennyezett mintainakktddgiai, valamint TPH és BTEX kémiai
analitikai eredményei alapjan igazoltuk, hogy asg#élt terlletek talajvizeinek szennyezettsége és
Aliivibrio fischeri alapti mikrobioldgiai toxicitasa kdzo6tt szignifiksinegyenes aranylu dsszefliggés

all fenn.

Fenti tézisink alapjan ugy gondoltuk, hogy az OkibmlOgiai teszt eredményeihez
hasonléan, a szennyezés hatdsa mérest e a terliletek molekularis biologiai alapu noigiélis
diverzitasaban is. Azt feltételeztik tehat, hoglédtér mintavételi pontok mikrobialis kozéssége
diverzebb lesz, mint a szennyezett terlldekzarmazoké. Ezért masodik Iépésben Shannon-féle
diverzitads indexet szamitottunk a mintakhoz tartdzBFLP kromatogramok fragment elemzései
alapjan. Az Mspl restrikciés endonukledz hasitasan uminden mintavételi pont esetében
meghataroztuk (16S rDNS alapu T-RFLP-vel) a miméa¢alhatoé 5'-terminalis fragmentek (OTU-

k) mennyiségét és miséget. A fragment miisége a terminalis szakasz bazis hosszaval, mig a
mennyisege a gorbe alatti terllettel jellemegheagyis a megjelent T-RFLP fragmenteket egy-egy

csoportként, mig a gorbe alatti teriiletet a csogamossagaként értelmeztem.
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A 16S rDNS alapu T-RFLP egy tulajdonképpeni ,ujjlemata” a helyi mikrobakézdsséget
alkotd6 mikrobak genetikai valtozatossaganak. Ezékpjan a mintavételi pontok T-RFLP
fragmentjeinek szdmat és milyenségét figyelembe \@mintak Shannon-féle diverzitasi indexe
kiszamolhatd. A hattér és szennyezett kutak ereglenéek 0sszehasonlitasaval értékelttik, hogy az
egyes terlleteken a szennyezés hatasara mennyddtoriky a diverzitas, vagyis az OTU-k
sokfélesége. Az azonos mintavételi pontbdl szarmeaedmények esetében a szamitott Shannon-
indexek atlagat vettik figyelembe. Az eredményelpjdin a vizsgalt mintavételi pontok diverzitas
indexeinek atlagat tekintve az biharkeresztesi B&il minta esetében a 2008. 02. 19-i mintavétel
esetében mértik a legnagyobb diverzitast (3,59)ve a 2007. 05. 08-i mintavétel Z4 el
zalaegerszegi hattér minta eredménye (0,642) bitbayegkevéshé annak (1. mellékelt tablazat).

A tovabbiakban meghataroztuk a teriiletek T-RFLPp@ldiverzitas indexeinek atlagat és
szignifikans 0sszefliggéseket kerestiink a terlildiedrzitas értékei kozott az adatok alapjan. Az
altalunk vegzett Man Whitney U teszt eredményepjala (n=31) vizsgalataink eredmeényeképpen
nem talaltunk szignifikans dsszefliggést (p ertéls Gelett volt) a diverzitds indexek éatlaga és a
szennyezett terilet elhelyezkedése kozott (7tazdazat).

7. szamu tablazatA harom hazai mintavételi helyszin szennyezettad®htalajviz mintainak (n=31) terminalis
restrikciés fragment hossz polimorfizmus (T-RFLRnezése alapjan szamitott Shannon-féle diveraitdexek atlaga
és osszefliggéseik a teriiletek vonatkozasaban alSTAJA szoftverrel szamitott p értékek alapjan. fldabség
akkor szignifikans, ha p érték 0,05 alatt van.

Shannon )
index [ Biharkeresztes | Zalaegerszeg | Opusztaszer
atlag
Biharkeresztes 2,40 0,947318 0,181968
Zalaegerszeg 2,50 0,947318 0,266131
Opusztaszer 3,02 0,181968 0,266131

Az Aliivibrio fischeri toxikoldgiai teszt eredményei alapjan feltételertdhogy ahogyan a
teszt mikroba is igen érzékenyen jelezte a szemttyedajvizmintékat, igy a természetes mikroba
kozosség diverzitasat is csokkenti a szennyezésa Heltételezésemet sem a diverzitas indexek
szamitott atlaga, sem az adatok szignifikancidjaneghatarozasa (szintén Man Whitney U
modszerrel szamolva) nem tamasztotta ala (8. blazat). Vagyis a T-fragmentek, mint OTU-k

alapjan szamitott mikrobidlis diverzitds nem csaitkeeszennyezés megjelenésének hatasara.

8. szamu tablazatA harom hazai mintavételi helyszin szennyezettad®htalajviz mintainak (n=31) terminalis
restrikciés fragment hossz polimorfizmus (T-RFLRnezése alapjan szamitott Shannon-féle diveraitdexek atlaga
és Osszefliggéseik a szennyezettség vonatkozas&IakiTaSTICA szoftverrel szamitott p értékek alapjan
kilonbség akkor szignifikans, ha p érték 0,05 aart.

Shannon
index Hattér Szennyezett
atlag
Hattér 2,40 0,128736
Szennyezett 2,80 0,128736
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Osszesitve a szennyezések és a teriletek eredménysi. tablazat) megallapithatd, hogy
korrelacioszamitas alapjan sem a teriletek, semem@ngezett-hattér mintdk sem ezek kombinacioi
k6zott nincs szignifikans dsszefliggés, hiszen Ezakban szamitott p érték ebben az esetben is
0,05 felett volt. Ez azt is jelenti, hogy e haroenitet genetikai diverzitasa, sokfélesége sem a

terliletekél sem a mintavételi pontok szennyezetts@igggm fligg szignifikans médon.

9. tdblazatA harom hazai mintavételi helyszin szennyezetta®htalajviz mintainak (n=31) terminalis restiés
fragment hossz polimorfizmus (T-RFLP) elemzésejatapzamitott Shannon-féle diverzitas indexek atieég
Osszefuggeéseik a teriletek és a szennyezettsétkeahadban a STATISTICA szoftverrel szamitott gkegk alapjan.
A kllénbség akkor szignifikans, ha p érték 0,05talan.

Biharkeresztes Zalaegerszeg Opusztaszer
Shannon
Terllet Min 6ség index hattér szenny. hattér szenny. hattér szenny.
atlag

Bihar- hattér 2,50 0,997424 ] 0,944026 | 0,945292] 0,992550 | 0,678641
keresztes | szenny. 2,30 0,997424 0,998075 | 0,748653(0,927846 | 0,396160
Zala- hattér 2,12 0,944026 |0,998075 0,440558 | 0,755194 | 0,164354
egerszeg | szenny. 2,88 0,945292 |0,748653 | 0,440558 0,999972 | 0,988552
Opuszta- hattér 2,79 0,992550 |0,927846 | 0,755194 | 0,999972 0,981972
szer szenny. 3,13 0,678641 |0,396160 | 0,164354 | 0,988552 [ 0,981972

Ez a megallapitds érdekes eredmény annak fenydlogy, lattuk a sztenderdizalt teszt
mikroba esetében a szennyezés hatdsara kialakuizzéd egyitt valtoz6 toxicitast (6. szamu
tablazat). A fentiek alapjan azt gondoljuk, hoggzennyezés valésZisitheben toxikus hatassal
van a vizsgalt terlleteken j6 néhany kdztsségalkokbobara, de ezek helyét valésieg mas, a
szennyezessel szemben kevésse érzékeny mikrosgievekolonizaljak, igy lehetséges, hogy a
Shannon-indexben szamitott 6sszes diverzitds aebdkvaltozik jelertisen. Magyarazhato lehet ez
azzal is, hogy a T-RFLP mddszer a helyszinen m8dgNS kimutatdsara alkalmas fliggetlendl
attol, hogy azok élvagy élettelen biomasszahoz tartoznak.

Annak kimutatasara, hogy a fenti mintak milyen r@éoen hasonlitanak egymasra, vagyis
hogy a diverzitas azonossag adddhat e abbdl, hotRRELP az & és élettelen szervezetekhez
tartoz6 DNS-t is képes kimutatni, klaszter analiziésgeztiink. A klaszter képzés Iényege, hogy a
mintak T-RFLP mintazatainak hasonlosaga alapjam@zasoportokat képezzen és megallapitsa a
mintak kozti hasonlosag (rokonsag) mertékét. A Akarselemzés a szennyezett €s hattér mintak
vonatkozasdban egyértdlen eldontheti, hogy milyen mértékben hat a vizsgéitiletek
mikrobioldgiai 6sszetételére a szénhidrogén szerés/e

A klaszter elemzések eredménye alapjan a mintavereliményeket helyszinenként kilon
(4-6. abra) és egydatt (7. abra) vizsgalva is has&iletkeztetésre juthatunk. A klaszter elemzés a
Shannon-féle diverzitds eredményekkel mutat 6sggélieket, ugyanis ebben az esetben is a
mintak kozotti kilonbogség a helyszineken belll fliggetlen azok szenngezghek meértékét A
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mintavételi helyszineket kulon-kulon vizsgalva dwglyszinen belil nem csoportosulnak azonos
klaszterbe a szennyezett, illetve a hattér mindivpontok mintai. Vizsgélataink alapjan a mintak
T-RFLP Ujlenyomatai nem is az egyes mintavétélp@htok szerint csoportosulnak (4.-6. bra)

Euclidean diztances

BM1.1h

BM1.2 h

BM1.4 h

BM7.1 2z

BM1.3 h -
BM7.2 22 ]

BM7.3 22

BM7.5 2z

BM1.5 h

BM7.4 2z

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000
Linkage Distance

4. abraSzennyezett és hattér talajvizmintak baktérium &dedeinek dsszehasonlitasa termindlis restrikcagsent
hossz polimorfizmus (T-RFLP) alapjan végzett klaszinalizis médszerrel (Mintavételi hely: Biharlsates,
toltéallomas; sz: szennyezett, h: hattér; a minta gldéw utols6 szam a mintavételiddontot jeldli)

Euclidean distances

OM3.1h

OM8.3 a2z
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5. dbra Szennyezett és hattér talajvizmintak baktérium &8egeinek dsszehasonlitasa terminalis restrikagsnient

hossz polimorfizmus (T-RFLP) alapjan végzett klaszinalizis modszerrel (Mintavételi hely: Opusztasz
vezetéktorés; sz: szennyezett, h: hattér; a méhdden 166 utolsd szam a mintavételiddontot jeldli)
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Tree Diagram for 12 Cazes
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6. abra Szennyezett és hattér talajvizmintdk baktérium &éegeinek dsszehasonlitasa terminalis restrikagsient
hossz polimorfizmus (T-RFLP) alapjan végzett klaszinalizis médszerrel (Mintavételi hely: Zalaegegs
toltéallomas; sz: szennyezett, h: hattér; a minta jelé®@ utols6 szam a mintavételiddontot jelli)

A helyszinenkénti értékelés alapjan arra gondotilatthogy mivel a talajviz a hattér
terlletekél aramlik a szennyezett iranyba, ezért (ha a szgetiseég nem, akkor) a hattér mintak
k6zdssége hatarozza meg leginkabb a szennyezdtikniisszetételét. Ennek vizsgalatara végeztik
az 0sszes helyszin T-RFLP eredményeit egyittesedke®r klaszter elemzést. Az 0Osszes
mintavételi pont (n=31) eredményeinek egylttesztiaselemzése szerint elmondhat6, hogy a T-
RFLP eredmények alapjan az azonos klaszterek neshyazinek alapjan csoportosulnak (7. abra).
A klaszter elemzés alapjan egymastél mintavétéloésh €s térben is tavolallé mintdk k6zosségei
mutatnak viszonylag nagy azonossagot. llyen példaubpusztaszeri OM3 és a biharkeresztesi
BM1, vagy biharkeresztesi BM1.3, BM7.2 minta ésalaegerszegi Z4.3A mintak kozos klaszterbe
rendeddése. llletve ugyanazon helysginrszarmazé mintak genetikai ujjlenyomata kozott is
jelens kulonbségek lehetnek attol fitgg, hogy mikor tortént a mintavételezés. Az elemzés
alapjan tehat a klaszter csoportok sem a helyszin & szennyezettség mértéke alapjan nem
rendeddnek. Kozeli rokonnak latszanak egymastdl (foldlagg is) tavol eé pontok mintai és
tavolinak azonos helyszingkrilletve mintavételi pontokbol szarmazo klaszkergz tehat igazolja
a Shannon analizissel megallapitott eredménylumkiszerint a diverzitds mértéke a mintavételi
pont helyéil és a szennyezettséptiiggetlen.
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7. abra A harom hazai szénhidrogénekkel szennyezett tedliEtarmaz6 szennyezett és hattér talajvizmintaBIh=
baktérium kdzosségeinek dsszehasonlitasa termmaétiskcids fragment hossz polimorfizmus (T-RFla®pjan
végzett klaszter analizis modszerrel. Szennyegdiatiér mintak jele a jelmagyarazatban (a minéb@n 1€¥ utolso
szam a mintavételi igpontot jeldli)

Fentiek szerint tehét aaliivibrio fischeri toxikologiai teszt szervezet esetében igazolt
szignifikans valtozas a terlletek diverzitas ériléde nem volt nyomon kovethiet Vagyis a
vizsgalati helyszineken a T-RFLP fragmentek és anBbn-féle diverzitas statisztikai elemzése
alapjan a természetes kozegek mikrobidlis divesaitéa szennyezés megjelenése szignifikans
modon nem valtoztatta meg. Amennyiben valtozas aanjalészifisithetben mas (egy vagy tébb)
kornyezeti ténye hatasara kovetkezik be. Eredményeink aldtdmasatjfdahy és munkatarsainak
(2005) medgfigyeléseit, miszerint BTEX vegyilleteklszlennyezett talajvizek T-RFLP kdz6sségi
elemzése és a geokémiai vizsgalatok klaszter elsral@pjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
a kulonbod terlleteken talalhatd kozosseg alkotok Osszetétehe el§sorban a benzol toxikus
hatasa alatt all. Ugy talaltak, hogy a kozossétpratossaga ezen vegyiiltek jelenléte és a bontasuk
eredményeképpen kialakulé kérnyezeti valtozasokirszeendesdik, kilonds tekintettel a redox

potencial csbkkenéseére.
4.1.1. Biomarkerek keresése a szennyezésdtardulasanak megallapitasara

Mint azt ebbb bemutattuk a T-RFLP elemzés nem mutatott szigm$ eltérést a Shannon-
féle diverzitasban a harom vizsgalt terlleteét a fragmentek alapjan is ezzel megedyez
eredmeényre jutottunk. Ennek ellenére kerestiinkrotgaminalis fragmenteket, amelyek statisztikai
elemzés alapjan csak az egyik, vagy masik tulagpgmek megfelél teriileteken fordulnak &J
vagyis olyanokat, amelyek a szennyezettség alapgmos tipusu (szennyezett/hattér), illetve

azonos terlUleti szarmazo mintdkhoz rendelBiket Vizsgalataink soran a biomarker kereseés
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modszerét kovettilk. A hasonlésdgok megjeldlésekélmn csak azokat a fragmenteket vettiik
figyelembe, amelyek a mintak (n=31) legalabb 25%}&merepeltek.

Az egyes terlletek 0Osszevetésekor az Opusztaszariakn mutattdk a legnagyobb
kulonbségeket a tobbi tertlet mintaihoz hasonlifmopusztaszeri mintakban a masik két helyszin
mintaihoz képest a 70-es, 80-as, 129-es, 131-€3,e43165-0s, 202-es és 204-es T-RFLP
fragmentek szignifikhnsan magasabb mennyiségbeiy, @anil46-os fragment szignifikdnsan
alacsonyabb mennyiségben volt kimutathat6. A bi@sztesi mintakban a 63-as, a zalaegerszegi
mintdakban a 76-os T-RFLP fragmentek szignifikhnsaragasabb mennyiségben voltak
kimutathatok a masik két helyszinnel 6sszevetvezénnyezett-hattér jellerdiz 6sszevetése soran
azt talaltam, hogy a 123-as, 165-0s és 202-es fatgh a szennyezett mintakban szignifikdnsan
magasabb mennyiségben fordultak, ehint a hattér mintdkban. A 162-es T-RFLP fragmant
hattér mintakban volt szignifikhnsan nagyobb meségben kimutathato.

A fentiek alapjan elemeztik, hogy e harom terllesgalata alapjan kijelolhét-e olyan
fragmentek, amelyek alkalmasak lehetnek szennygEzekimutatasara, &kjelzésére. Vagyis van-

e olyan T-RFLP fragment, amelynekéfrdulasa egyitt jar a szennyezettség megjelengséve
Ennek érdekében szenzitivitasi és specifitasi aledgkat végeztiink. A szennyezett és hattér
mintak kozott szignifikans mennyiségi valtozast atatfragmentek kozil a 162-es fragment 50%
alatti specificitdst és szenzitivitdst mutatott123-as és 202-es fragmentek ezzel szemben 85%
feletti specificitdst mutattak, ugyanakkor szewniifisuk 53%-0s és 41%-0s volt. A szennyezett s
hattéer mintak elkilonitésében a legnagyobb, 59%zemzitivitast a 165-0s fragment mutatta,
ugyanakkor ebben az esetben a modszer specifiGi®dseaos volt.

Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy az altalunkgaitsragmentek koziil ket a 123-as és
202-es mutatott elfogadhatdé sfinpontossagot a szennyezettsé@greel jelzéséhez. Ezek a
modszerek magas specificitasuk révén nagy valoseggel kevés alpozitiv, ugyanakkor
viszonylag alacsony szenzitivitasuk alapjan tukotok alnegativ eredményt adnak. Szemléletesen
ezt ugy képzelhetnénk el, hogy a fragment megjskengem egyérteltien donti el a minta
szennyezettlenségét, masképpen a negativnak jhigtizatt mintak esetében sok lehet a pozitiv
(szennyezett), ugyanakkor a modszer altal pozikiv(eennyezettnek) itélt mintak talnyomo
tobbsége valdéban pozitivhak (szennyezettnek) te&ihit A tovabbiakban megprobaltuk
meghatérozni, hogy e két fragment milyen mikrokiddixonokhoz kothét Ennek érdekében a 31
mintabol hét esetében (1. mellékelt tablazat, zilgdlve) elkészitettem a mintadk klonkonyvtarait
a fragmentek azonositasa érdekében. Vagyis municdlobi részében meg kivantuk hatarozni,

hogy az elbb bemutatott fragmentek milyen mikroszervezetekbhgpzhatnak.
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4.1.2. A bakterialis k6zdsség elemzése klonkonyvtarakkal

A cél megvalésitasa érdekében klonkonyvtarakat itetimk, mintanként kb. 100-100 ki6n
vizsgalataval. A dolgozat elkésziltéig két bihadsztesi két zalaegerszegi valamint harom
Opusztaszeri minta klonkényvtaraind&ldolgozasat végeztik el (1. mellékelt tablazatlzéid
szinnel jeldlve):

Az Opusztaszeri mintatertlet 2006. november 21veth mintait vizsgaltuk. Hasonléan az 3.1.
fejezetben ismertetett mintavételekhez az OM7 é®I8 mintavételi pontbdl szarmazo mintak
voltak szennyezettek BTEX komponensekkel, mig az3ed kutat tekintettik hattérnek, mind
szennyezés, mind a vizféldtani adottsagok (talagwamlasi irany) szempontjabdl. A minték jele:
OM3.3, OM7.3, OM8.3. A monitoring eredmények alapjaiszonylag magas oldott oxigén
ertékeket mértlink ezzel szemben a redox potensiikent oxigén ellatottsagi szintet jelzett. A
zalaegerszegi tertilet 2006. majus 18.-an vételerathibol a ZM9 szennyezett és a “B” hatarérték
feletti benzol koncentracio ellenére hattérkénteleZM4 mintavételi pontbdl szarmazo talajviz
vizsgalatait végeztik el. A mintak jele: ZM4.1, ZNI9Az oldott oxigén mennyiség mindkét kitban
igen alacsony értéket mutatott. A biharkeresztesitak kézil a 2007. februar 22.-én mintazott
BML1 (hattér) és BM7 (szennyezett) talajviz mintaligiontokat vontuk be a tovabbi vizsgéalatokba.
A minték jele: BM1.1, BM7.1. Az oldott oxigén érilk e terlleteken is hipoxikus korilményekre
utaltak. A klonkonyvtarak eredményei alapjan asbhidnikroba fajokat hataroztuk meg (10. sz.
tablazat):

10. szamu tablazatA jelentés* 16S rDNS klonok meghatarozasa a vizsgalt minifkdz NCBI GenBank és leBibi
adatbazisok alapjan. (A tablazat folytatodik a kéees oldalon!)

*Jelents klénok: nagy szambanéébrduld és/vagy ismert szénhidrogén bontési képesdéendelked klonok.

** Proteobaktérium osztalyok gorog ligel jeldlve

Mintak jele utan zaréjelben: A vizsgalt klonok szaar adott minta esetében

Kl6nok ) . .. T-RF Azonossag Osztaly**
S7Ama Legkdzelebbi rokon faj (Msp) (%)
OM3.3 (115)
8 Albidoferax ferrireducens 484-486 96,5 -—98,7 Bétp-§
6 Vogesella indigofera 424,484 96,7 - 100 Bétg-|
5 Pseudomonas jessenii 484 99,1 -100 Gamma-{
4 Rhodoferax antarcticus 486,490 97,4-99,1 Béth-|
4 Pseudomonas anguilliseptica 484, 487, 98,1 - 99,6 Gamma)
489
3 Rhodoferax fermentans 478,479 98,5-99,1 Béta-|
3 Leptothrix cholodnii 132,140 95,8-99,5 Bétp)
1 Pseudomonas 490 100 Gammay{)
frederiksbergensis
OM8.3 (112)
32 Malikia spinosa 481,482 95,5-100 Béth-|
8 Dechloromonas aromatica 430,431 99,3 Bétg{)
7 Gallionella capsiferriformans 119 92,6 —99,5 Bét$)
5 Albidoferax ferrireducens 488,489 90,9-97,9 Bétp-)
4 Geothrix fermentans 484 98,0 Holophagae
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- - - - R
ngg; Legkdzelebbi rokon faj (TM;'):) Azo(g/gssag Osztaly*
3 Rhodoferax antarcticus 486,490 95,1 -98,7 Béth-|
3 Denitratisoma oestradiolicum 485,486 91,8 —93,0 Béta-J
ZM4.1 (106)
3 Dehalobacter restrictus 141,489 99,0-99,5 Epszilog)
2 Novosphingobium 150 98,0 -98,5 Alfaof)
aromaticivorans
2 Flavobacterium xinjaingense 85 99,1-100 Flavobaktériumok
2 Denitratisoma oestradiolicum 486 91,7-93,3 Bét#<)
1 Sphingomonas dokdonensis 150 97,9 Alfa ¢-)
1 Sphingomonas jaspsi 150 97,0 Alfa ¢-)
1 Sphingomonas xenophaga 162 99,9 Alfa ¢-)
1 Sphingomonas mucosissima 150 96,3 Alfa ¢-)
1 Albidoferax ferrireducens 487 98,7 Bétaf()
1 Azoarcus aromaticum 79 98,5 Bétafi-)
1 Hydrogenophaga flava 162 98,8 Bétaf()
1 Malikia granosa 293 96,0 Bétaf}-)
1 Flavobacterium johnsoniae 85 97,9 Flavobaktériumok
1 Pseudomonas jessenii 137 100 Gammay{)
ZM9.1 (104)
4 Asticcacaulis benevestitus 436 98,1-98,5 Alfad-)
3 Albidoferax ferrireducens 488,489 97,2-99,4 Béta-§
3 Nevskia ramosa 129,131 92,5-97,7 Gammg)
2 Oleomonas sagaranensis 440 100 Alfa ¢-)
2 Curvibacter gracilis 485, 487 98,7 -99,0 Béta-§
1 Asticcacaulis excentricus 435 97,5 Alfa ¢-)
1 Novosphingobium 150 98,5 Alfa ¢-)
aromaticivorans
1 Rhodoferax fermentans 489 97,3 Bétaf}-)
1 Denitratisoma oestradiolicum 481 90,5 Bétaf()
1 Polaromonas vacuolata 480 95,3 Bétaf}-)
1 Hydrogenophaga atypica 472 99,9 Bétaf()
BM1.1 (68)
6 Malikia spinosa 483 99,4 -100 Bét#)
4 Acidovorax delafieldii 481 97,7 - 100 Bétg{)
4 Pseudomonas anguilliseptica 487 99,5-99,9 Gamma-|
3 Acinetobacter Iwoffii 488 98,9 -99,2 Gamma-|
3 Herbaspirillum spAKB-2008- 486 95,1 -99,5 Bét$-)
TE24
2 Acidovorax defluvii 481 98,8 -99,5 Bét$-)
2 Acinetobacter beijerinckii 488 99,5 -100 Gamma-{
1 Hydrogenophaga atypica n/a 99,5 Bétaf()
BM7.1
(86)**
Malikia spinosa 481, 482, 99,6 - 100 Bétaf()
12 483
9 Albidoferax ferrireducens 484,489 95,2 -98,0 Bétp-|
2 Leptothrix cholodnii 131 99,5 Bétaf()
2 Pseudomonas putida 486 99,3 Gammayy{)
1 Pseudomonas anguilliseptica 487 99,9 Gammay{)
1 Rhodoferax antarcticus 486 95,7 Bétaf}-)
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Az OM3.3 hattér minta klon szekvenciai legnagyobbzben #-Proteobaktériuncsoport
tagjai. A legnagyobb szambanéfardulé kldnok azAlbidoferax, Vogesella, Pseudomonés
Rhodoferaxnhemzetség tagjai voltak. Beptothrix cholodnirokon klénok izolalasa ezen a terlleten
azért lényeges, mert az irodalmi adatok (Rouf &k8&s¢p 1964; Stokes & Johnson, 1965) alapjan
aerob mikroba, am jelen vizsgélati korilmények kbz@ redox potencial értékek alapjan)
hipoxikus terlleten is éfordul. Az OM8.3 szennyezett minta szekvenciai ®&zina -
Proteobaktériumokcsoportjaba tartoztak. A legdominansabb klon cHopagjait a szekvenalas
eredmeényei alapjaMalikia spinosaként hataroztuk meg. £omamonadaceaesaladba tartozo
2005-ben leirt mikroba esetében az aroméas szémj@idroontd képességet ez idaig nem jegyeztek
fel (Spring et al., 2005). Feltételezbehogy ha a mikroba a mintaban dégen jelenbs BTEX és
TPH szennyezettség (benzol: 198§I; toluol: 1580ug/l, etil-benzol: 69ug/l, xilolok: 1570 ug/l;
egyeéb alkil-benzolok: 667.g/l; TPH: 3200 ug/l) mellett képes életben maradni, akkor vagy
szénhidrogén bontd, vagy igen jelentiircképességgel kell rendelkeznie. A minta masik jékent
szamban meghatarozott klénj®achloromonas aromaticd&bben az esetben az irodalmi adatok is
alatamasztjak, hogy képes a benzol oxidaciojargémsazegény kérnyezetben, vagyia@idulasa a
vizsgalt helyszin analitikai eredményei alapjamisgalapozott (Coates et al., 2001). Kiemetend
még, hogy ezen a terileten, a hattér mintahoz Kesomagy szamban mutattuk ki Atbidoferax
és Rhodoferax nemzetség tagjait. A mintdban 6ferdulé Gallionella ferruginea subsp.
capsiferriformans,mint mikroaerofil mikroba (Emerson et al., 201llletve az obligat anaerob
Acidobacteriagenuszba tartoz@eothrix fermentanklonok (Coates, 1999) szintén alatdmasztjak a
korlatozott oxigénfelvéetel lehétégét a vizsgalt mintaban.

A zalaegerszegi ZM4.1 hattér minta klonjai a szekie elemzések alapjan leginkabboaz
Proteobaktérumolkcsoportjaba tartoztak. &brdulas alapjan ezt kovettékyaProteobaktériumok,
mig, érdekes mddon, az Opusztaszeri helyszineirdpitazentaltB-Proteobktériumkiénok csak
viszonylag kis szamban voltak detektalhatéak. &zProteobaktérium csoportba tartozé
Sphingomonadaceagsalad képvisél kozul két klont isNovosphingobium aromaticivoratk&nt
hataroztunk meg. A3-Proteobaktériumokk6zil a Comamonadaceaselletve a Rhodocyclaceae
csaladokba tartoz6 klonokat azonositottuk, vagghsiltativ anaerob baktériumokat. A legnagyobb
szamban kimutatotDehalobacter restrictusklénok jelenléte szintén az anaerob kortlmények
indikatora (Holliger et al, 1998). A ZM4.1 (hattémintaval dsszehasonlitva kissé ditéolt a
ZM9.1 (szennyezett) mintavételi pontban talalt moikélis k6zosség 6sszetétele. Habar ebben az
esetben is aa-Proteobaktériumolalkottdk a klénok legnagyobb csoportjat, de ebbenirgaban
nagyjabll ugyanekkora mennyiségben mutattunk RiProteobaktériumokat A y-

Proteobaktériumolzemben a hattér kat eredményeivel mennyiségilegymadik helyre szorultak
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a szekvencia elemzések alapjm ismert aromas szénhidrogén bonto tulajdonsagaidndelked
baktériumfajok kozul aza-Proteobaktériumokhozartoz6 Oleomonas sagaranensiglenlétét
mutattuk ki a mintdban. Az irodalmi adatok alapgm a mikroba képes benzol, toluol és fenol
jelenlétében is noévekedni. Ma azonban még kevasdhi tarrdl, hogy a baktérium milyen
anyagcsere folyamatokon keresztll bontja le ezekabnoaromas szennydet (Kanamori et al.,
2002). A mintaban &y p-Proteobaktériumolkoézil a legtdbb klon £omamonadaceaesaladhoz
tartozott ezen belil is axlbidoferax RhodoferaxCurvibacter Polaromonasés Hydrogenophaga
nemzetségbe. Ar-Proteobaktériumokktzeé tartozo klénok kozial ismert szénhidrogén bsinta
tulajdonsaggal rendelkéket nem mutattunk ki.

A biharkeresztesi hattér minta (BM1.1) klonjainalelsvenciai alapjan erre a mintarg-aés
y-Proteobacktériumolelenléte jellemé, kozulik is dominansan [&Proteobaktériumokordultak
elé. A B-Proteobaktériumokegjelentsebb képvisél a mintaban aValikia spinosa,valamintaz
Acidovorax nemzetségbe tartozé két faj, @ delafieldij illetve A. defluvii voltak. A y-
Proteobaktériumolkkozil a mintabollegféképpen azAcinetobacterés Pseudomonasiemzetség
tagjait detektaltuk. A BM7.1 szennyezett mintaviélglt talajvizének eredményeit 6sszevetve a
hattér mintaval azt mondhatjuk, hogy a klonok naglgbsége ebben az esetben if-aés y-
Proteobaktériumokkdzé sorolhat6. Ebben az esetben is a legnagyoBmbsn kimutatott
mikobafaj a Malikia spinosa volt, valamint a hatter mintdban nem detektAlbidoferax
ferrireducens A Leptothrix cholodniklonokat a biharkeresztesi mintan kivil az Opuszae hattér
mintabdl is sikerdlt kimutatni. A kimutatott-Proteobaktériumolegfoképpen aPseudomonas
nemzetsegbe tartoztak.

A 16S rDNS klénkdnyvtarak értékelései alapjan Okggaléan elmondhatjuk, hogy a
szekvenalds eredményei szerint a mikroaerofil, mada a fakultativ anaerob mikroszervezetek
nagy szama volt jellendz a vizsgalt mintakra. A klonokatéként a p-Proteobacteriak-hoz
sorolhatjuk és ezek kozil is a leginkabbCamamonadaceaesalad tagjai jelentek meg a
szennyezett mintakban. Korabban Alfreider és murkat (2002) vizsgéltak egy szennyezett
talajvizet kezel in situ klorbenzol tisztitdé berendezés mikrobidligerzitasat €s hozzank hasonléan
6k is p-Proteobaktériumdominansnak irtak le az oxigénben szegény befoty@l®®lyd talajviz
k6zosseget.

Az Opusztaszeri mintaterilet monitoring eredmeérglapjan viszonylag magas oldott oxigén
értékeket mértiink ezzel szemben a redox potensékkent aeraltsdgi szintet jelzett. A
zalaegerszegi terileten az oldott oxigén mennyisiaglkét kitban igen alacsony értéket mutatott.
A biharkeresztesi teriilet esetében az oldott oxéyéFkek e terlleteken is hipoxikus kérilményekre

utaltak.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENY (Il. tézis 4.1 fejezet eredményei alapjan): Harom,
szénhidrogénekkel szennyezett hazai tertilet héstézennyezett talajvizmintaibdl (n=31) szarmazé
T-RFLP eredmények tobb irAnya statisztikai vizsgal@Man Whitney U, klaszter elemzés) és
klonkoényvtarainak elemzése kimutatta, hogy a téapzennyezettsége €s a baktérium kodzdosség

diverzitdsa kozott nincs szignifikans dsszefliggés.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (lll. tézis, 4.1 fejezet eredményei alapjan): Hw@yo

magyarorszagi, szénhidrogénekkel szennyezett helysalajviz mintaiban, a 16S rDNS
klonkényvtarak alapjan meghatarozott bakterialis zdgség 0Osszetételeben, a Béta-
Proteobaktériumok dominaltak. Az eredményeket nékidze publikacioban adtuk kdzre (Tancsics
et al., 2010).

4.2. Szénhidrogén bonté mikroszervezetek keresése

A szennyezett terliletek statisztikai elemzését i@redolgozatom masodlagos célja olyan
szenhidrogén bontd mikrobak keresése volt, ameblébanyag alkotoként alkalmazhatéak az

el6zéekben bemutatott terlleteken a szennyezés felsagaral A 3.2.1. fejezetben bemutatott

szennyezett terlletakdrszarmazé olajjal razatott mintdkbol 6sszesenidzset izolaltunk (11. sz.

tablazat).
11. szamu tablazatSzennyezett teriletelrgyiijtott torzsek szama és jeldlése
Mintavétel helye Helyszin tipusa Torzsek szama Telepmorfologia a'_?‘pla” glkulomtett bakterium
torzsek jele
. g . 20CHBT2, 20CHBT3, 20CHBT4, 4CHBTL1, 4CHBT2,
Batonyterenye taliomas 10db ACHBT3, 4CHBT4, 4CHBT5, 4CHBT6, 4CHBT?
Sasd toballomas 4 db 4S-8, 5S-1, 7S-4, 8S-5P
Opusztaszer olajvezeték sériilés 5db OM7-1, OMJN7/4.3, OM8/4.1 OM8-2
Szarvas tsHallomas 5 db SZM5/20.1, SZM5/20.2, SZM5/20.3, SZM5/4.1
SZM5/4.2
TBF1/20.1 TBF1/20.2, TBF1/20.3, TBF1/20.4,
Egykori szovjet katonai repdiér 13 db TBF1/20.5, TBF2/20.1, TBF2/20.2, TBF2/20.3,
TBF2/4.1 TBF2/4.2, TBF2/4.3, TBF2/4.4, TBF2/4.5
- . Z5/20.2, Z5/20.3, Z5/20.4, Z5/20.5, Z5/20.6 Z5/4.1
Zalaegerszeg t@élloméas 8 db 79/20.1, 79/20.5,
Hazai l6olajfinomité 2 db ZFM19.1, ZFM23.1
Osszesen: 47 db -

A gravimetridval vizsgalt, hdrom ismétlésben végzmbntasi ardny megallapitdsa utan az
eredmeények alapjan az izolalt 47 tordsbat cstkkentette legaldbb 20%-0s mértékben Kiasiu
gazolaj-l6olaj keverék mennyiségét a kontroll mintdhoz visdtva. Az atlagolt bontasi
eredményeket a 12. sz. tablazat tartalmazza. Airgedria alapjan hat mikroba torzs kozil a
TBF2/20.1. jel 64,62%-ban volt képes bontani laboratoriumi koeyek kozott a éolaj-gazolaj
keveréket. A ZFM 23.1 és SZM5/4.2{jddaktériumok kdzel 50%-o0san, az OM 7-2 és S/8 gakie
kb. 30%-ban tudtak lebontani a folyékony tapoldatléas olaj keveréket. A TBF2/20.2. esetében a
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bontas 30% alatt maradt. A tovabbi (faji identifikidra, toxikus elemiiré képességre iranyulo)

vizsgalatokat csak e hat torzs esetében folytattuk.

12. szamu tablazat\z (n=47) Ujonnan izolélt, hét hazai szénhidrogdweékzennyezett teriilélrszarmazoé baktérium
torzs kozll vizudlis vizsgalat alapjan elkulonitéiizsek szénhidrogén bont6 képessége gravimetrsgalattal

L Olajbontasi arany a kontrollhoz képest %-ban
Minta jele . P
(3 parhuzamos mérés atlaga)

Kontroll 0

TBF2/20.1 64,62

TBF2/20.2 21,09

ZFM 23.1 47,94

SZM5/4.2 44,94

OM 7-2 31,15

4S-8 33,10

4.2.1. A szénhidrogén bonté torzsek taxondémiai besorolasa

A szénhidrogén bontd képességgel rendéllkest torzset 16S rDNS szekvencia analizissel
faji szinten azonositottuk (3.1.8.4. fejezet alapjd szekvenalas soran kapott bazissorrendeket az
nemzetkdzi adatbazisok eredményeivel (GenBank,blgBiasonlitottuk 6ssze, az ,Anyag és
modszer” fejezetben leirt molekularis bioldgiai rperek segitségével. Vizsgalataink alapjan
megallapitottuk, a TBF2/20.1 jeloiésegykori szovjet repitér biofilter mintajabdl szarmazo térzs
részleges 16S rDNS szekvencigjat az aldbbiak $480 bazispar):

AAATAAAAACTATAAAATATTCAGTCTATTCTGCGGTACGTCCACTATCTG AGGTATTA
CTTCAGTAGCCTCCTCCTCGCTTAAGTGCTTTACACCATAAGGCCTTCTTARCACACGC
GGCATGGCTGGATCAGGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCT@&ICCCGTA
GGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCGGATCATCCTCTCAGACGCTACAG
ATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACTTAGGTCATCTA
TTAGCGCAAGGTCCGAAGATCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCG@ATTAGCAT
TCCTTTCGAAATGTTGTCCCCCACTAATAGGCAGATTCCTAAGCATTACT@ACCCGTCC
GCCGCTAAGTGATAGTGCAAGCACCATCACTCCGCTCGACTTGCATGTGTAAGCCTGC
CGCCAGCGTTCATCTGAGCGGGGAATCAAACCATT

Ugyancsak 3.1.8.4.-ben leirtak szerint meghatakoaturBF2/20.2 jeldlds a szintén az
egykori szovjet katonai reptér biofiltei@bszarmazo torzs kozel teljes 16S rDNS szekvericiaja
(1428 bazispar):

GCTCAGGATGAACGCTAGCGGCAGGCCTATACATGCAAGTCGAACGGGATGGGGGC
TTCGGTCCCCGTGAGAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGAGCAACCTGCGTCCC
AGGGGGATAGCCCGGAGAAATCCGGATTAATACCGCATGAGAATGCAGGTCGCATG
GGCCTTCGTTTAAATATTCATAGGGGACGGATGGGCTCGCGTGACATTAGULIGTTGG
CGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATGTCTAGGGGCTCTGAGAGGAGALCCCC
ACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGATATTG
GTCAATGGGGGGAACCCTGAACCAGCCATGCCGCGTGCAGGAAGACGGCABCGGG
TTGTAAACTGCTTTTGCACGAGAATAACCCCGGTATGTATACCGGGCTGAAGTACCG
TGAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGSKTCCGA
GCGTTATCCGGAATTATTGGGTTTAAAGGGTGCGTAGGCGGCGCGCTAARIAGGGGT
GAAAGACGGTGGCTCAACCATCGCAGTGCCTTTGATACTGGCGCGCTTGAN GTACC
TGAGGTAGGCGGAATGTGGCAAGTAGCGGTGAAATGCATAGATATGCCACKSAACAC
CGATTGCGAAGGCAGCTTACCAAAGTACGATTGACGCTGAGGCACGAAAGGTGGGG
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ATCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGAACACTCGATGTC
GGCGATAGACTGGTCGGCGTCCAAGCGAAAGCGTTAAGTGTTCCACCTGEETACG
CCCGCAAGGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGESGCATG
TGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTGAAAGTTACGAATTGT
CCAGAGATGGACAAGGTCCTTCGGGACAGGAAACTAGGTGCTGCATGGCTBCGTCA
GCTCGTGCCGTGAGGTGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTTAGT
TGCCAGCACGTCAAGGTGGGGACTCTAAACAGACTGCCTGTGCAAACAGABGGAAG
GCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGLTACAA
TGGGGGGTACAGAGGGCAGCGACACCGCGAGGTGAAGCCAATCTCAGAAAGCCCTC
ACAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTTGGATTCGCTAAATCGC
GTATCAGCAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCGETCAAGC
CATGAAAGCCGGGGGTACCTAAAGCATGTAACCGCAAGGAGCGGTCAGG

Fentiek alapjan szekvenaltuk a ZFM 23.1 jeléJémagyarorszagi dolajfinomitd olajipari
szennyvizébl szarmazo torzset (1249 bézispéar):

AGTCGAGCGGTAAGGCCTTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAMCGTG
GGTGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATAGEGATATG
ACCTCCTGTNGCATGGNNNGNGGTGGAAAGATTTATCGGTGCAGGATGGAOCGCGGC
CTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGEEACCTGA
GAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGESCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTMGGGAT
GACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGAGBGTACCT
GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGCAA
GCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGTTCGTAGGCGGTTTGTCGCEIGTTTGTG
AAAACCAGCAGCTCAACTGCTGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTTGAGACTGCAG
GGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGACACCG
GTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAACGAAAGCEIGGTAG
CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGTGTGGG
TTCCTTCCACGGAATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCT®EBEAGTAC
GGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGOGAGCAT
GTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATATACGGAAAG
CTGCAGAGATGTGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATARTGTTGC
CAGCACGTTATGGTGGGGACTCGTAAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGRRAGGTG
GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGQNCAATGG
CCAGTACAGAGGGCTGCGAGACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCTGICTCAG
TTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTC

Az eddigiekhez hasonl6éan meghataroztuk az SZM5jdl@édi, szarvasi Uzemanyag
toltéallomas kornyezetében k@valajviz mintavételi pontbdl szarmazé torzs régese16S rDNS
szekvenciajat (444 bazispar) is:

ACTAACGTATTAGGTTATGCCCTTCCTCCCACTTAAAGTGCTTTACATCCBAGACCTT
CTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATOCCCACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATGRCTCTCA
GACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTATCCGACC
TAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTARACGTATG
CGGTATTAGCGTCCGTTTCCGAGCGTTATCCCCCACTACCAGGCAGATTABGGCATT
ACTCACCCGTCCGCCGCTCGCCACCAGGTACAAGTACCCGTGCTGCCGCHACTTGCA
TGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCATTGGA
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Az OM7-2 jelolés, az Opusztaszeri olajvezeték torés teriletéd Ezennyezett talajviz
mintaveételi pontbdl szarmazé toérzs részleges 168rBzekvenciaja (1115 bazispar):

AGTCGAGCGGTAAGGCCTTTCGGGGTACACGAGCGGCGAACGGGTGAGTAMCGTG
GGTGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAaACTGGGTCTAATAMGIATATGA
CCTCCTGTNGCATGGNNNGNGGTGGAAAGATTTATCGGTGCAGGATGGGMILCGGCC
TATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCUECTGAG
AGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGMAIEAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGATG
ACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGCAAGTGAGGTACCTG
CAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGBGCAAG
CGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGTTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTEITTGTGA
AAACCAGCAGCTCAACTGCTGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTTGAGTBTGCAGG
GGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGARACCGGT
GGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAACGAAAGCGTGETAGCG
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGEITGGGTT
CCTTCCACGGAATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGBGTACGG
CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGACATGT
GGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATATACCE&AAAGCTG
CAGAGATGTGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTTGAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTAGTTGCCAG
CACGTTATGGTGGGGACTCGTAAGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAABTIGGGG
ACGACGTCAAGTCAT

Végul meghataroztuk a 4S-8 jeldiésasdi tolballomas szennyezett, talajviz mintavétel
pontjabdl szarmazo torzs részleges 16S rDNS szelajéh(1351bp):

AGTCGAACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGATAACAC
GTGGGTGATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAMCCGGAT
AGGACCTCGGGATGCATGTTCCGGGGTGGAAAGGTTTTCCGGTGCAGGATEESCCCGC
GGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGACGGGTECGGCC
TGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA@GEAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGETGAGG
GATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTACCGACGAAGCGCAAGIACGGTA
GGTACAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAAGGGTG
CGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTAETCGTCT
GTGAAAACCCGCAGCTCAACTGCGGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTIAETACTG
CAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGAACA
CCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAGTGGG
TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCGIAGGTGT
GGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGGGCGGA
GCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACARCACCGG
ACCGCCCCAGAGATGGGGTTTCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCABETGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTHTCCTGTG
TTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTGAGGAA
GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACAOACTACA
ATGGCCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCTTAABCCGGTC
TCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTABATCGC
AGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCEEICACGT
CATGAAAGTCGGTAACACCCG
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A fent bemutatott 16S rDNS szakaszok szekvenciaiiemzetkdzi adatbazisokban dév

adatokkal 6sszehasonlitva az alabbi (13. sz. tat)laentifikacios eredményeket kaptuk.

13. szamu tablaza®\ gravimetrids mérés alapjan szénhidrogén bontéssggel rendelkézijonnan izolalt 6 térzs
faji szinti identifikacidjanak eredménye 16S rDNS szekvenoaliais alapjan.

Minta jele Meghatarozas Szekvencia azonossag
TBF2/20.1 | Acinetobacter rhizosphaera¢ 98,14%
TBF2/20.2 Olivibacter sp. nov. 93,25%

ZFM 23.1 Rhodococcus erythropolis 99,60%
SZM5/4.2 Pseudomonas mandelii 99,31%
OM 7-2 Rhodococcus erythropolis 99,55%
4S-8 Rhodococcus ruber 100,00%

Az eredmények alapjan az 4S-8, ZFM23.1 és az OM@&h2 torzs a Rhodococcus
nemzetségbe tartozd fajok. Rhodococcusk tipikus talajlaké baktériumok, melyek gyorsan
megjelennek szennyezett terlleteken. Olajbonto de&jugiket szamos irodalom emliti €és szamos
aromas vegylulet lebontasaban is koZikdanek, sok esetben hasznaljak fel a nemzetségittagj
biodegradacids folyamatokban, oltbanyagok gyakiamtai nem patogén tulajdonsaguk, j6 bontasi
képességelik, ipari hasznalhatésaguk, telepmorf@légi szempontjabdl egyster
megkulonboztethéséguk (altaldlanos taptalajon jellegzetes, pir@s)ss tagitroképessegik miatt
(Kim et al; 2002; Aislabie et al, 2006; Zhukov &t 2007; Borras et al, 2010, Lee et al, 2010).
Rendszertani besorolasuk (Euzéby, 1997 nyomé&atinobacteria (tbrzs) > Acitonobacteria
(osztély) >Actinomycetalegrend) >Nocardiaceag(csalad) > Rhodococcugnemzetség). Az 4S-8
jeli toltéallomas olajszarmazékkal szennyezett itésrarmazo térzsRhodococcus rubera
telepek szine nevéhesidn pirosas-rozsaszin arnyalatt. Az ZFM 23dl&jfinomito talajvizébl,
illetve az OM7-2 jdl, olajipari vezetéktorés szennyezett talajdbdl maan torzs a molekularis
bioldgiai elemzés alapjaRhodococcus erythropolis

A TBF2/20.1.-es jéi egykori katonai repdtér karmentesitésben hasznalt biofiltétéb
szarmazo0 torzs a szekvencia analizis szeridtcaretobacter rhizosphaerdaj kepvisebje, melyet
2009-ben Peix és munkatarsai irtak leddleben. AzAcinetobactergenus altalanos jellertig,
hogy képvisdii ubikviter baktériumok, Gram negativak, csillétlemccus, coccobacillus vagy palca
alaktak. Szinte barhol &@brdulnak, egyes képvisek opportunista kérokozék és nozokomidlis
fertozéseket okozhatnak. AAcinetobacternemzetség rendszertani besorolasa (Euzéby, 1997
nyoman): Proteobacteria > Gammaproteobacteria> Pseudomonadales Moraxellaceae »
AcinetobacterA faj altal képviselt (az Europa Tanacs, WHO latt@ghatarozott) kockazat alapjan
az altalunk izolaltAcinetobacter rhizospharaaz 2-es rizikbcsoportba tartozik, vagyis fakultati

human patogén mikroba. Mivel tehat az itt kimutatdgrzs human megbetegedést is okozhat

! Nozokomidlis: kérhazbél erédkdrhazhoz tartozé (Forras: Losonczy, 1989)
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legyengult immunrendsziéremberek esetében (fakultativ patogén), igy biodéeban tortéh
felhasznalasa nem lehetséges.

A maésik, ugyanefil a helyszinél szarmazé torzs (TBF2/20.2.) esetében a szekvencia
analizis az adatbazisban fellelhszekvenciak kdzul olyannal mutat 99% feletti exygt, amelyet
faji szinten még nem irtak le Az NCBI GenBank é$Bibi adatai alapjan a torzs rokonsagi
viszonyait tekintve aDlivibacter sp.nemzetség tagjaival rokon. Az ismert és azonadiiotsek
kozil egyOlivibacterfajjal (Olivibacter ginsengisojimutat genetikai hasonlésagot, de igen csekély
meértékben (~93%). A részletes fajleirast a 4.3fdjgen mutatjuk be.

Az SZM5/4.2 jelolés izolatum molekularis biologiai meghatarozasa @apmz elsként
francia kutaték altal asvanyvigb izolalt Pseudomonas mandeli(Verhille et al, 1999).
Rendszertani besorolasa (Euzéby, 1997proteobacteria > Gammaproteobacteria >

PseudomonadalesPseudomonadaceaePseudomonas.
4.2.2. Bontéasi kisérlet

A szénhidrogén bontd képesség igazolasara az ,Aéyagodszer” fejezetben bemutatott
vitro kisérlet allitottuk 6ssze. A kisérlet veégen mirkkeaelt, mind kontroll beallitAsokat akkreditalt
laboratoriumba szallitottuk, ahol TPH (EPH + VPHsZes, ill. szénatomszam szerinti eloszlas),
BTEX komponensekre kémiai analitikai vizsgalatokegeztettiink.

A 14. sz. tabldzat eredményei alapjan a vizsgéitsék valdban képesek voltak az
olajszennyezeéseket jellethzsszes alifas szénhidrogén (TPH) szenbgeyag mennyiségenek
jelentbs csokkentésére. A monoaromas BTEX vegylletek Bant@zonban nem volt igazolhato,
mivel az 6t napos razatas veégéen egyetlen minta tsgtalmazott ilyen vegytleteket. Ennek
magyarazata az lehet, hogy a nem l|égmentesen aadlombikokban ezek az illékony
szennyedanyagok kiparolognak az oldatbdl. Az eredményekpjata a legkivalobb bontéasi
szazalékot a vizsgalt torzsek kozil a 4S-8 Rhodococcus rubeadta. Az ezzel a torzzsel kezelt
minta a kezeletlen, steril végponthoz (SK) képed%-al kevesebb TPH szennyéanyagot
tartalmazott. A masik két vizsgalt térzs (TBF2/20.2, ZFM23.3)70% feletti bontést produkalt a
TPH komponensek esetében. A gravimetrias mérésskn&nyeit, miszerint az altalunk Ujonnan
izolalt és faji szinten azonositott mikroszervekeképesek szénhidrogén biodegradaciora, tehat
akkreditalt kémiai analitikai vizsgéalat is alatamiasta.

Az, hogy az UGjonnan izolélt torzsek a gravimetridgrésnél joval magasabb bontasi
kapacitast mutattak a fenti eredmények alapjan szatsitheten azzal magyarazhatd, hogy a
gravimetria soran olyan gazolaj é8okaj keveréket adunk a tapoldathoz, ahol a nyéalak
nehezen bonthatd komponensek (egészen magas szgntarabfordulnak. A kornyezeti mintaban
ezzel szemben gazolajszennyezés volt, amely jovédaén oldott allapotban volt jelen a mintaban.
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Vagyis az izolalt térzsek kdnnyebben hozzaférhetiekzennyez anyagokhoz. Az eredmények
tehat aldtamasztottdk, hogy a gravimetria soranelgZdni lehet azokat a torzseket, amelyek
életképesek a gazolap@laj keveréken és ezek nagy valésiziiggel, j6 hatasfokkal degradalhatjak

a hazai szennyezett terlletekre jelléfmomitott termékek okozta szennyezéseket.

14. szamu tablazatA szénhidrogén szarmazékokkal szennyezett kdrniyemetan végzett bontasi kisérlet TPH és
BTEX vizsgélatainak kémiai analitika eredménye (eéwessling Hungary Kft.). Az Gjonnan izolalt téek bontasi
képessegenek dsszevetiseivo bioremediacidban mar alkalmazott torzskevereleiag).

* In vivo bioremediacioban mar alkalmazott torzskeverélaiagj ** Ujonnan izoldalt torzsek

SK: a kezeletlen steril kontrollban mért szenriggrag koncentracié a bontasi kisérlet végén

NCP3- | AK40- | AK38- " o | 1k
Komponens [\ 20" | Slgqex | akaee | TBF2/20.2% | ZFM23.1%* | 4S-8 SK
Mértékegység pg/dm?
Benzol <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0p <0p
Toluol <1l <1 <1 <1 <1 <1 <1
Etilbenzol <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
,,XiIOIOk <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
0sszesen
Egyéb
alkilbenzolok| <15 <15 <15 <15 <15 <15| <15
Osszesen (16
VAPH
(C6-C12) <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
n-Hexan® 2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
n-Dekan' 2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
(\é'g‘_LngZ) <25 <25 | <25 <25 <25 <25 <25
VPH (C5-C12] <25 <25 <25 <25 <25 <25 <25
EPH ]
(C10-C40) 1370 345 648 592 654 559 253D
TPH ]
(C5.C40) 1370 345 648 592 654 559 2530
U= 45,.85% | 86,36%| 74,39%|  76,60% 74,15% | 77.9006 -
bontasi%

Az Osszeallitott SAFEREMED tdrzskombinacidk igaak)t hogy a bontas a mikrobialis
tevékenységnek koszonbiets nem mas természetes és/vagy mesterséges fergdménye.
Erdekes és egyben az alkalmazott kutatds szempohtj@nyeges, hogy a vizsgalt torzsek
egyenként is joval magasabb bontasi szazalékdt éttaz NCP-3 - AK38 keveréknél és értékiik
nagyjabol megegyezett az AK38 - AK35 torzskeverékévagyis a kisérlet eredménye felhivja a
figyelmet arra, hogy az altalunk izolalt mikroszeretek a bontasi kisérlet eredményei alapjan
meghaladjak egy, mar a gyakorlatban alkalmazothtidéogén bontd torzskeverék tagjainak
degradacios kapacitasat. Ez az eredmény megaldmozahg@\wben bioremediacios oltdbanyagként
tortérs felhasznalasukat.
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Az analitikai vizsgalatokkal egyiitt elvégeztettikezelt és a kontroll mintak szénatomszam
szerinti eloszlas vizsgalatat, vagyis as-@o lanchosszusagu TPH alkot6 komponensek
elésfordulasat. A kromatogramok elemzése alapjan Kideti, hogy a vizsgalt mikroszervezetek,
illetve keverékek mely szénhidrogének bontasaralmizhatok leginkabb. A 15. sz. tablazatban a
kontrollhoz viszonyitott mennyiség szazalékabalepetzzik a bontas hatékonysagat a kiilotboz
lanchosszusagu szénhidrogén vegyuletek esetében.

15. szamu tablazatA szénhidrogén szarmazékokkal szennyezett kortiyemetan végzett bontasi kisérlet C-atom
szam szerinti eloszlas vizsgalatainak kémiai akaléredménye az 6sszes alifas szénhidrogén (TEhgesk
esetében (mérte: Wessling Hungary). Az Ujonnaraiztdrzsek bontasi képességének dsszevatéseo
bioremediacidban mar alkalmazott torzskeverék tegja )

* In vivo bioremediacidoban mar alkalmazott térzskeverék Ujgnnan izolalt térzsek

Szinmagyarazat a bontasi%-okhoz

20-50% 70-100%
50-70%

NCP3 - | AK40- | AKSS8 -
AK38* | CHB15* | AK35*

Bontasi% SK-hoz viszonyitva
-50,00 -59,49 -65,55 -51,24 -51,17
50,00 11,86

TBF2/20.2** | ZFM23.1** | 4S-8**
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A szénatomszam szerinti eloszlast dsszefoglal@zableredményei alapjan jol éribwet
valik, hogy miért alkalmaztunk torzskeverékeket ipwzkontrollként, hiszen a keverékekre a C-
atom szamok alapjan mas-mas bontasi profil jelierdz NCP-3 - AK38 keverék csak a rovid
C11-C16 hosszusagu szeénlancokat, azaz a TPH frageid s#k tartomanyat bontja. Ehhez
hasonléan a rovid szénlancok esetében bont a ledjabasfokkal az AK38 - AK35, de bontasi
hatékonységa kitart a hosszabb szénlancu vegyléstetiében is. BEbbiekbl eltérben a révid és
hosszu szénlancu vegytiletek lebontasara is hasedah AK40 - CHB15 kombinacio. Az djonnan
izolalt 4S-8 és ZFM23.1 jelzéstbrzsek bontasi képiikben jelésén eltérnek a tdrzskeverekek
bontasi képeitl. Jellem®en a rovid és hosszl szénlancu vegylletek eseiébkimutathaté a
bontdsuk. A bontasi% jellerien 50-70% kozott talalhatdé. Az 0 faj jelolt TBFR/2
kiegyensulyozott bontasi képpel rendelkezik azajias razatas eredményei alapjan. A ZFM 23.1
50% alatti mértékben bontotta a C14-C18 és C19-&&hatomszamu vegylleteket. A 4S8 a
mérések tanulsaga szerint a C18-C19 tartomanyhatridginkabb.

A tablazatban szeréphminusz értékek magyarazata, hogy a mikrobak bentimei ebszor
altalaban kisebb lancokra hasitjak a hosszabbakglis lanckdzi darabolasokat hajtanak végre,
ezért novekszik jellenten a C10-11 komponensek aranya az oldatban a larsgégére. A
hosszabb fragmentek esetében tapasztalt 4% alaftiusen értékek valosziteg mérési

pontatlansagnak tudhatok be.

4.3. A TBF2/20.2 jeli torzs rendszertani besoroladsa

Mint azt a 2.3. fejezetben bemutattam a baktériurB8to feletti 16S rDNS szekvencia
hasonlosag alapjan faji szinten meghatarozhatéla hiasonlésag nem éri el ezt az értéket, akkor (j
faj jeloltrél van sz48. Ahhoz, hogy az Uj mikroba torzset orindifliként leirhassuk az emlitett
fejezetben bemutatott tovabbi vizsgalatokat kelgeznink. A szénhidrogén bonté mikrobak
izolaldsa soran a TBF2/20.2 jel#érzset az alacsony szekvencia hasonl6sag (93%tt mem
lehetett faji szinten azonositani, igy 0j faj jeh@k tekintettiik. Az eredmény aldtdmasztaséara

elvégzett vizsgalatokat az alabbiakban mutatjuk be.
4.3.1. Filogenetikai jellemzés

A részleges 16S rRNS gén szekvencia alapjan alrditazolalt térzs azOlivibacter
nemzetseg tagjaival rokon (Chun et al, 2007). Kiki$ a legktzelebbi rokonsagban (93.5%) az
Olivibacter ginsengisolinevi torzzsel all. BarmelyOlivibacter torzzsel 06sszehasonlitva a
TBF2/20.2 kisebb, mint 97%-0s szekvencia egyezégatott, ezek alapjan kijelenthetjik, hogy a
torzs valdban Uj faj jeldltnek tekintiietErdekes modon a nemzetkdzi adatbézis tartalmabeth

mikrobat, amellyel térzstink 99%-0s egyezést mutatiet az ezt a torzset izolald kinai kutatdé azt
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faji szinten nem irta le (GenBank No.: EU63696).séfdd eredményre jutottunk Kanaly és
munkatarsai altal 2002-ben izolalt mikroszervezesettében, amellyel jelolt térzsink szintén 99%-
os szekvencia homoldgiat mutat, de ezt a torzsedzazzolald kutatdk szintén nem irtak le Uj
fajként. Ez utébbi, BPC8-as jelZé®irzset egyébkent egy dizel olajjal szennyezkjiid mutattak

ki és az ott talalhatd baktérium kozosség benzi@pfpoliaromas szénhidrogéen) bontd képességét
igazoltdk. Arrdl, hogy a bontéds ennek a térzsnedkzkhet, vagy mas kdzosség alkotd mikrobanak
nincs informécié. A TBF2/20.2 jelzés&ltalunk izolalt t6rzs 16S rDNS szekvencidja aZB\W
adatbazisban is regisztralasra kertlt Gen Bank NM021721 regisztracios szammal, az alabbi

szekvencia sorrenddel (8. abra):

w
10
i
i
(]
fw
i
i
0
w
(4]
fw
i
w
w
10

[EY|

[Le]
Wy oottt
i
0

o o
[¥]
0

L]}
w
=]
w
e}
it
iy
0
w0
(%]
v
0
e}
[}
[}
[Le I o1}
w
w
0
Wyt
%]
w0
ot
iy
w
ot
00
;'u
w
§]
3]
t
3]
9]
3]
Lw]

t
0
0
%]
w

w0

[l N B |
[}
w
wy
o
o
o
[}
[}
]
0
4]
[l N B |
w

oot
[}
i
[}
m
fatl

i ot ot
[}
4]
w
iy
[}
t it

w
0
0
w0
w
[¥]
i m
oot
w
e}
w
w

(4]
it
00
[ni}
oot
i
1
00
[xi}
[ I B |
oot
o
m o
00
0 ot
O
0o 0
0ot
mo
[y =]
s ]
0 o o
(Sl
i
[L=]
[Le}
it
w
m

I
L]
w
[¥]
w
[¥]
o]
L]
w
[¥]
[¥]
w
L]
w
[¥]
it
[§]
[¥]
3
w
ot
o]
9]
L]
w
L]
o]
(%]
w
L]
[¥]
w
L}
t
w
w
1
[Le]
w

attggtcaa
gttgtaaac

[}
i ot

[
L]
w
0
w
fu
ot
W
fu
[¥]
[¥]
(]

10

10

10

10
W
W

10

0ot
(9]

i ot
o
00

SR S LI TR O ]

0o 0 0
L}

(9
Ly}
o
L}
o
o
[y
w
w
L]
(Lo ' |
o
[y
0
L}
Ly}
0
t
w
w
n

NS I LS T Y -
|
(9]
it
[w]}
v
i}
(9]
(9]
v
[w}
(9]
0
[ai}
[y
[w]}
(9]

0oomo0
[}
0
[w}
3
e}
0
v
[w]}
[w}
i}
w
[Iw]
v
(9]
[iw]
e}
3]
i)
§]
t
vl

N ok
I |
[
w0
w0
(Lo 1]
iy it
[iw]
(9]
(%]
v
L]
ot 000
[ai}
[l]
(9]
[
L]
0o
it
it
vl
]
[
[w}
1
00
]

1
[¥]
[Le]
w
1
L]
[¥]
[Le]
L Iy |
0
[ T R |
(S
w
[ai}
it
v
(9]
L]
0y
L]
1
o
w
w
1
o
00
[Le]
w0y cf

[Le]
[Le]
w0
AU w]
(¥
[Le I T v}
[Le]
w0
ot
w
[Le]
[Le]
[a]
w
[Le]
[Le]

e}
0w
it
w
[¥]
L}
0
[n}
o
o
[Lw}
[y
0
o
L}
0o
[L#}

o

oy

I

L}

[y

L}

o

w

w

[}

o

w

w0yt

o

[y L]

[ ]
¥}
[¥]
ot
ot
L]
w
w
it

ot

[}

iy

w

w

[}

[}

[ ¥]

w

[}

0

it

[y

o

0

0

o

w

w

iy

o

0

iy

w
w
0ot
w
[}
w0
w
[¥]
[¥]
%]
it
9]
Lw]
it
w
L8]
ot
oot
%]
w
9]
0ot

]
4]
ot
L=
0w
w
[L=]
]

[}
i)
0
oot

[
I
ot
lw]
w
%]
[Le]}
(]
[ I A Ay |
[}
w
[}
i ot
0N
oW
%]
ot
W
w
w
w0
00
]
ot
lw]
lw]
[Le} lw]
(4] o]
m m
w
oo

0

[ ]

o

[
o
4]
0
L]
o
iy
m

0o o0 oot
L]
L]
4]
oot
[l

(£ Y]

[Le]
i n
e}
m

of ot
w
[¥]
[[= s B
0
0 oo
ot
i}
[L=]
w
w
w

[YI¥]

[ i B B |
w
w
m
[L=]
(L= |
w

0 w0
w

(8]
1
1
i
00
oot
ni}
1
4]
m
([ I |
it
10
[iw]
i
ot
4]
10
[l]
i
it
i
0
10
i
[ie]
(]
i
i

[ O v A1 Y ST 5 By Y i 19 |
t
¥
¥
t
t
¥

[}
[Le}
e}
m
0
w
0
e}
w
m
w
[¥]
it
m
0
=]

L}
it
L]
o
]
ey cf
0
[¥]
o
[ui]

]

it

[ v Y v 1 (O n T

[¥]

I
]
]
]
(L=}

[ R ET L T T e T O T L B LI Y =
|
[ai}
[ I B |
v t
iy ot i
[iw]
w
[ai}
[ N B |
1
(9]
i oot ot

I

w

it
ot

w

mw

]
%]

[¥]

[Le}
w
w

t
t
t
¥
1]
w

0

]
0w o
[l 1}
ot oot it

e}

o
W
oot
w
w

[Ls v}

=]

i
i
e}

n
w
w
e}
e}
t
iyt
[ Aw]
iyt

e}
=]
=]

D u n

=
[ Sl
oow
]
1

oot
v
v

=}

[Le}

[y]

o

L=}

0ot
[ai}

[ R ]
w
0t
o
(=]
0
[¥]
[¥]
[¥]
]
ot
v
[¥]
(e}

[le]
0 oot
i
i
LS i O O L I A I |
0
0

9]
[¥]
¥}
e}

1
[¥]
[¢]
o]
0y 0
0
w
[¥]
[ I o B
[w]
§]
t

[¥]
0o
0

[}
[WUR R O B LS T

[y
e}
[¥]
w
il
[¥]
L%}
i}
¥
¥
¥
¥
L%}
w
o
L%}
ot
[¥]
ot
L¥]

of ot ot
it
[¥]
0o 0
00
iy
[}
[}
0
(Lo I I ]
e}
v}
w

w
(X
w

n g
w

(L

i
I

0

[ I B |
o

0

[ R ]

o0
u
1]
ot
Ly}
u
0
0

[ ]
[}
[}
ot ot
00
1]
u

]
il
il

0ot
it
1

[ I T A
iy
[¥]
[§]
0ot
iy
ct
oot
o
o

n
it
w
v
w
w
[ER
w
it
i
w
=]
[E R
i
=]
ot

8. abra Az (j faj jelolt TBF2/20.2 jdl torzs 16S rDNS részleges szekvencia sorrendjeB €nBankban kozoélt
formaban(GenBank No.: HM021721)

Az NCBI GenBank-ban letétbe helyezett 16S rDNS geerkidkkal a BLAST algoritmus
alapjan az izolatum egyértelien azOlivibacternemzetség tagja. Ezt az eredményt nigitatte a
leBibi adatbazis eredménye a tipustorzsek dsszsvatapjan is. Rendszertani besorolasa:

Domén: Bacteria
Torzs: Bacteroidetes
Osztaly: Sphingobacteria
Rend: Sphingobacteriales
Csalad: Sphingobacteriaceae
NemzetségOlivibacter

Az eredményeink alapjan szerkesztett torzsfa (9a)adh TBF2/20.2 taxonOmiai helyzetét
mutatja az Olivibacter nemzetség tagjaihoz, valamint néhany kozeli rokmmzetséghez
viszonyitva. A torzsfardl jol leolvashatd, hogy agkozelebbi rokon fajnak aplivibacter

ginsengisolitekinthet. Vagyis a filogenetikai vizsgalatok eredményeitatdasztjak, hogy egy
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eddig még ismeretlen, a tudomanyos szakirodalmizk l& nem irt 0] baktérium fajt izolaltunk.
Ahhoz, hogy ezt egyértelfen igazolhassuk az ismertetett filogenetikai vitestg&on felll tovabbi
vizsgalatokat kellett elvégezni (2.3. fejezetbermbatott moddszerekkel). Mivel az izolélt
szervezethez legkozelebb allé mikroszervezet 18$SrDomoldgiaja 97% alatt volt (~93%) ezért
DNS-DNS hibridizaciéra nem volt szikség az 0j &jdshoz. A vizsgalatok eredményeit irodalmi
adatok alapjan minden esetben 6sszevetettik a tsfgea belll mar leirt és publikalt fajok
hasonl6 tulajdonsagaival. Vizsgalataink alapjaroms DNS-ének G+C tartalma (41,2 mol%) a

nemzetseg tébbi tagjahoz hasonléan 40 mol% kdtalitablazat).

85 [ Sphingobacterium anhuiense CW 186" (EU364817)
100 | = Sphingobacterium kitahiroshimense 10C" (AB361248)
49 Sphingobacterium faecum DSM 11690" (AJ438176)

o5 I: Sphingobacterium siyangense SY1" (EU046272)
100 K

Sphingobacterium multivorum B5533" (AB100738)

Sphingobacterium spiritivorum E7288" (EF090267)

i': Sphingobacterium daejeonense TR6-04" (AB249372)

98 :
100 Sphingobacterium mizutaii ATCC 33299" (AJ438175)

Sphingobacterium composti 4M24" (EF122436)
100 l: Pseudosphingobacterium domesticum DC-186" (AM407725)
45 Olivibacter soli Gsoil 034" (AB267715)
Olivibacter terrae Jip13" (AB267714)

67 84|

62 2L Olivibacter ginsengisoli Gsoil 060° (AB267716)

Olivibacter oleidegradans TBF2/20.2" (HM021726)

99 Olivibacter sitiensis AW-6" (DQ421387)
7 {arapedabacrer koreensis Jip14' (DQG680836)

100 Parapedobacter soli DCY 14" (EF151805)
Pedobacter saltans CCUG 39354" (AJ438173)

4 ————— Pedobacter daechungensis Dae 13" (AB26772)

68

99 Pedobacter terrae DS-57" (DQ889723)
Pedobacter roseus CL-GP80" (DQ112353)

98

99 | [ Pedobacter ginsengisoli Gsoil 104" (AB245371)

93 { Pedobacter insulae DS-139" (EF100697)
10/

0 Pedobacter koreensis WPCB189" (DQ092871)

Mucilaginibacter daejeonensis Jip 10" (AB267717)

Mucilanigibacter paludis TPT56" (AM490402)

97 _|: Mucilaginibacter kameinonensis SCK' (AB330392)
99

Mucilanigibacter ximonensis XM-003" (U729366)

99

Bacteroides caccae ATCC 43185" (X83951)

—
0.02

9. dbraA részleges 16S rRNS gén szekvencia alapjan sztetetrzsfakiemelve az Uj faj jelolt TBF2/20.2 torzs
taxondmiai helyét (MEGA4 szoftverrel szerkeztve)
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4.3.2. Fenotipusos vizsgalatok
4.3.2.1.Morfoldgiai vizsgalatok

A telepmorfoldgiai vizsgalatok szerint TGE5 agaeoiiBF2/20.2 torzs 1,0-2,0 mm atrogr
ép szél, kerek, konvex felszintelepeket alkot. A telepek szine opalos, sargésea fiigg az
inkubacié hosszatél. Hosszabbémd tal (egy-két hét) a szobémérsékleten tartott telepek
vildgosbarna arnyalatot kapnak.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok eredménye alapa vizsgalt torzs sejtjei 1000x
nagyitads mellett kb. 1,8m hosszuak és 046m szélesek, végein lekerekitett, palcika alaku&k (1
a., b. abra). A sejtek sima felsiék, flagellumok, csillok vagy egyéb képletek nemdlteatok rajta.
Az elektron mikroszkopos felvétel hasonlé @livibacter nemzetsédit eddig megjelent egyetlen
felvételhez, amelyet 2. sitiensisrél, a nemzetség tipustorzéEkészitettek (Ntougias et al., 2007;
11. abra). A képek alapjan kijelentbehogy a flagellumok hianya a nemzetség eddig azitmto

tagjaira jellem# morfoldgiai bélyeg.

\ —_2um

10. a., b. abraAz (j faj jel6lt TBF2/20.2 torzs elektronmikroszkap(EM) felvételei

lum

11. abraAz Olivibacter sitiensisegativ festett EM morfoldgidja (Ntougias, et 2007)

4.3.2.2 Fizioldgiai fenotipusos és enzimatikus jellemzés

Ahogy azt a 3.3.2. fejezetben bemutattam a kiskrlebran megvizsgaltuk a TBF2/20.2 torzs
szaporodasat kulonbézszelektiv agarokon, eli@homérsékleteken, tovabba NaCl jelenlétében. A

TBF2/20.2 torzs enzimatikus jellemzését az emlgtt tesztekkel (bioMérieux, France) végeztik
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a gyarto dlirasai alapjan. A vizsgalatok eredményét kiegészétw asszimilacios tesztekkel és a

DNS G+C tartalommal a 16. sz. tAblazatban mutdigik

16. szamu tablazaiAz (] faj jelolt TBF2/20.2. torzs fenotipusos kateksztikaja, 6sszevetve &ivibacternemzetség
mas tagjaivalQ. soli, O. ginsengisoli, O. terrg@Vang et al., 2008)). sitiensigNtouigas, 2007).

Jelmagyarazat: +: névekedés/asszimilacio; -:nidekedés/asszimilacio; +gy: gyenge névekedés; Gt@nfa és Citozin

O. soli O.ginsengisoli O.terrae O. Sitiensis
Gsoil 034 GSoil 060 Jip13 AW-6
+

Tulajdonséag TBF2/20.2

Novekedés 5°C-on +
Novekedés 15°C-on
Novekedés 30°C-on
Novekedés 37°C-on
Novekedés 42°C-on
Novekedés 4% NaCl -
Novekedés MacConkey
agaron
Enzimaktivitas:
Zselatin hidrolizis - +
Eszteraz (C4) - -
Eszteraz lipaz (C8) - - - + -
Naftol-AS-BI-
foszfohidrolaz
p-galaktozidaz + - - - -
S-glukoronidaz - - - + -
a-mannozidaz + - - - -
a-fukozidaz - + - - -
Asszimilacio:
D-Adonitol + - - -
D-Lix6z + - - -
D-Mannitol - + - - -
D-Melezitdz +gy - - -
D-Turanoz + +gy - +gy -
Inozitol - -
L-Arabin6z + + - +gy -
L-Hisztidin - - - - +
N-Acetil-glikdzamin + - - -
G+C tartalom (mol%) 41.2 39.2 43.6 40.6 45.6

+ 4+ + +
+ 4+ 4
4+ 4
Vo

+ 4+ 4+ +

+

+

+
1

+ +
+ 1
+ 1

+ +

+

A vizsgalatok alapjan a TBF2/20.2{jeiorzs tbbb lényeges tulajdonsagban is eltér aaozz
filogenetikailag legkdzelebb all®livibacter ginsengisolitdl és azOlivibacter génusz tovabbi
képvisebitol. A vizsgalt torzsiink 5 és 42°C-on is képes nodékee, 4%-0s NACI jelenlétében
nem noveksziks-galaktozidazsa-mannozidaz aktivitassal rendelkezik, valamint as#alja a D-
adonitolt, D-lixézt, D-melezitézt, D-turanozt és &kzacetil-glikdézamint, de nem képes inozitol
asszimilaciora azO. ginsengisolval ellentétben. Az 06sszes vizsgalati eredménytaltaazo

tablazatot a dolgozat 2. sz. melléklete tartalmazza
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4.3.2.3 Kemotaxonomiai jellemzés

A kemotaxonomiai vizsgalatatok sejtmembran zsieaalizisre, a respiratorikus kinonok és
respiratorikus lipokinonok, valamint a polaros dipk analizisre terjedtek ki. A vizsgalatokat a
DSMZ GmBH végezte. Az eredmények alapjan a menakikdkozul 98%-ban Menaquinone 7
(MK-7) jelent meg. MK-6 komponenst csak a fennmér&8o-ban tudtak kimutatni. Az, hogy a
respiratorikus kinonok kozil jeledg tobbségben talalhatdé az MK-7, megfelel a nemgetisigbi
tagjanal tapasztaltaknak. Polaros lipidek kozukfatsdil-etanolamint (PE), aminofoszfolipideket
(PN1-PN2), foszfolidideket (PL1-PL3), lipideket {LY4) és egy atipusos glikolipidet (GL1)
mutattunk ki.

Mas Olivibacter fajokhoz hasonléan, a dominans zsirsav-metilésiztar iso-@s:0 (39,43%)
és az iso-@:03-OH (14,46%), valamint a6 (4,54%) voltak a TBF2/20.2 esetében is. Ez szintén
alatdmasztja a torzsek egy nemzetségbe tartoddsikialis tulajdonsaga azonban, hogy a tobbi
fajhoz képest viszonylag alacsony szazalékban (26)@artalmazta a 3. szamtkbmponenst (iso-
Ci5:0 2-OH és/vagy &1 w7c.). A TBF2/20.2. és a tovabBilivibacter fajok zsirsavosszetételének
0sszehasonlitasat a 17. sz. tablazatban mutatoéstetesen.

A vizsgalati eredmények alapjan egyertéém kijelenthei, hogy az altalunk izolalt
TBF2/20.2 tbrzs Uj faj, amely a@livibacter nemzetség tagja, de annak tagjaitél egyéftetm
elkulonithed taxondmiai bélyegekkel rendelkezik.
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17. szamu tablazaA TBF2/20.2 jeli torzs és a rokon fajok képviseiek sejtmembran zsirsav analizis eredménye,
Osszevetve a@livibacternemzetség mas tagjaival: soli, O. ginsengisoli, O. terrg®Vang et al., 2008)). sitiensis
(Ntouigas, 2007)

*|smeretlen zsirsav komponens; ECL: equivalent clergth: egyerdl lanchosszusagot jeldl

**Osszegzett komponensnek tekintettiik azokat @asékat, melyeket gazkromatograf nem tudott elzédas a Microbial
Identification System (Microbial ID) szoftver segggével.

Osszegzett komponens 1: isgs€H és/vagy Gs.o 30H.

Osszegzett komponens 3: isgsg2-OH és/vagy G.1o7c.

Osszegzett komponens 4: isg;g és/vagy anteiso-G.,B.

O. soli 0. 0. 0.
Zsirsav komponensek TBF2/20.2 Gsoil ginsengisoli terrae  ditiensis
034"  GSoil06d  Jipl3" AW-6"
Cu0 1,57 1,12 1,59 2,10 0,34
Cis0 4,54 4,88 5,30 4,22 4,54
Ci4:105C 0,24 - - - -
C16;1(05C 0,54 1,53 0,58 - 1,17
Ci5106C 0,30 - - - -
iS0-Ci5:0 39,43 29,60 28,24 27,61 31,18
anteiso-Gs.o 0,30 0,66 - 0,32 -
iS0-Cy5.0 3-OH 1,94 2,51 2,51 2,49 1,87
iSO-C]_5;1 F 0,13 - - - -
iS0-Cy6:0 3-OH 0,24 0,34 0,39 - -
is0-Ci7:0 0,97 0,13 0,37 0,43 0,31
i50-Cy7.0 3-OH 14,46 12,86 13,97 12,34 10,97
is0-Ci7:109¢C 1,88 1,16 0,96 1,29 1,75
C 14.02-OH 0,68 0,27 0,31 0,34 -
C 1502-OH 0,26 - - - -
C 16:02-OH 1,68 2,23 2,62 2,87 0,59
C 16:03-OH 0,7 2,18 2,85 1,64 0,63
C 161 2-OH 0,14 - 0,33 0,48 -
C17:02-OH - 0,33 - - -
C170CYCLO 0,86 - - - -
Ismeretlen komponens*
ECL 13,565 0,71 0,64 0,80 0,80 1,21
ECL 16,582 1,18 0,96 0,91 0,92 0,81
Osszegzett komponens**
1 0,33 - - - -
3 26,01 38,42 38,26 42,16 44,23
4 0,38 0,19 - - 0,41

4.3.3. Az Olivibacter nemzetség bemutatasa

Az Olivibacternemzetség az Ujonnan leirt nemzetségek egyikakaddbbika: 2007-ben egy
gorog kutatécsoport (Ntouigas és mukatarsai) ieteedy akkor azonositott torzs esetében. A
nemzetseég tipustbrzseként megjeldlt AW-61 jeilzolatumot az olivaolaj &éllitas egyik
mellékterméekédl (alpeorujo, olivaolaj pogacsa) mutattak ki. Az®azOlivibacter sitiensisnevet
kapta utalva szarmazaséara, ugyanis az alpeorujgamamelyldl izolaltak, Kréta szigetének
eszakkeleti részén talalhato Sitia telepidleéfoplou Apatsag) szarmazott. A genusz leirasatteh

az Olivibacter sitiensistipustorzs (=DSM 17696CECT 7133) jellemazi alapjan tortént. A
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tipustorzs Gram-negativ, 1-2 mikron méreflagellum nélkili, pélca alaki mikroszervezet.
Szabdlytalan, krémes fehér drtelepeket képez, amelyek nem termelnek endospii@kigorian
aerob szervezetek. Oxidaz-katalaz pozitivak. A dégdancukban menakinon-7 van jelert F
zsirsavkomponenseik: C16 : 1v7c és/vagy iso-C13-0H, iso-C15 : 0, iso-C17 : 0 3-OHés C16 :
0. A DNS guanin + citozin tartalma 45,6 mol%. Augporzs Bmérsékleti és pHitokepessége 5—
45 °C és pH 5-7, optimuma 32 °C és pH 7. A Twedeatzhem hidrolizalja. Glukoz, protokatekol,
xildéz, cisztein, frukt6z, galaktdéz, hisztidin, lakt szorbitol, és szachardéz szubsztratokat jol
hasznositja. Erzékeny ampicillin, bacitracin, cataphenicol, penicillin, rifampicin, tetracycline és
trimethoprim készitményekre, de rezisztensek kacamypolymyxin B and streptomycin
antibiotikumokra.

Az Olivibacter génusz &phingobacteriaceaesalad tagja (Euzéby, 1997). Jelen értekezés
irasanak idejéig a genusban leirt fajok szama weedywult. 2008-ban egy koreai-kinai
kutatécsoport tagjai (Wang et al., 2008) tovabhioh&Olivibacter fajt azonositottak dél-koreai
mintakbol. A torzsekdl kettét - az Olivibacter solt, valamint azOlivibacter ginsengisdli- egy
Pocheon tartomanybeli ginzengfold talajabdl, mig harmadikat OQlivibacter terrag egy
szarvasmarha tragyat és rizs szalmat tartalmazopaszibdl izolaltak, amely Chungwon
Tartomanybdl szarmazott. A nemzetség jelenlegttébszesen neg@livibacterként elfogadott
fajt szamlal. A fajok szama azonban varhatéan géltdog, ugyanis alivibacter nemzetség
tagjaihoz taxondmiailag igen kozel allnak a szindékozelmultban leirt és érdekes mddon kilén
nemzetsegként elfogad®arapedobacter koreensgsPseudosphingobactelomesticuniajok.

A fent bemutatott eredmények alapjan, eddig istiere Uj fajként leirhaté TBF2/20.2
torzs, Olivibacter sp. novutalva szénhidrogén bonté képességérélzibacter oleidegradans

elnevezést kapta.
4.3.4. Az Uj baktériumfaj ( Olivibacter oleidegradans) bemutatasa

Olivibacter oleidegradando.le.i.de.gra’dans., L. noleum oil; L. part. adj.degradans
visszaalakitja az eredeti formara, utalva a tipastbontd (degradald) képességére; N.L. part. ad.
oleidegradan®laj (szénhidrogének) bontasra képes].

A torzs sejtjei Gram negativ, aerob, nem motilsgikon lekerekitett palcikak, amelyek
flagellumokkal nem rendelkeznek és sporat nem keglezMeéretik kb. 0,6 x 1,8-2iim. R2A
agaron a kor alaka, konvex telepek sima felszinés nem lumineszkalnak. 5 napos 30 °C-os
inkubacio alatt atlatszatlan sargas #zielepeket képeznek. A torzs jol ndvekedik TGE, T&A
nutrient agarokon, ezzel szemben MacConkey agaongzaporodik. Vizsgalataink alapjan 15-45
°C-os [bmérsékleten és pH 6.0-9.0 kémhatas mellett is sadpképes, az optimalis ndvekedeési
homeérséklet: 30-37°C pH: 6,5-7,0. Mar 2%-os NaCldemtracio is gatolja a ndvekedését. Az
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enzimatikus tesztek k6zil mind az oxidaz mind aléat teszt pozitiv eredményt adott. Pozitiv
enzimaktivitasi eredményeket kaptunk savas foszfati&alikus foszfataz, leucin arilamidaz, valin-
arilamidaz, naftol-AS-BI-foszfohidrolag-galaktozidaze-glikozidaz s-glikozidaz a-mannozidaz
és N-acetilf-glikézaminidaz esetében. Vizsgalataink alapjangdaiin, arbutin,b-adonitol, D-
arabin6z p-cellobiéz,b-fruktoz, b-glikoz, b-laktoz, b-lix6z, b-maltdz,D-manndz p-melezitdz,b-
melibioz, b-raffin6z, b-ribdz, b-szahardzp-trehal6z,p-turandz, eszkulini.-arabindz,L-rhamnoz,
methyl-wD-glikopiranozid, metikd-mannopiranozidN-acetil-glik6zamin, szalicin asszimilaciora
képes a mikroba. Negativ reakciokat regisztraltusklatin hidrolizis, ureaz, tween hidrolizis,
leucin arilamidaz, észteraz (C4), észteraz lipa8),(P-glukuronidaz, a-fukozidaz enzimek
esetében, valamint az adipinat, malonat, kaprin siénét, 3-hidroxibenzoat, 4-hidroxibenzoét, 3-
hidroxibutyrat,p-arabitol,b-fukdz, D-mannitol,D-szorbitol,D-tagat6z, dulcitol, erithriol, fenilacetét,
gentibioz, glicerol, glikogén, inozitol, itacondgktéat, L-alanin, L-fukdz, L-hisztidin, L-prolin, L-
szerin,L-szorboz L-xil6z, 2-ketob-glikonat, kalium 5-ketoglikonat;prolin, propionat, szuberat,
valerdt és xilitol asszimilacio, valamint N-acefyblik6zaminidaz, napfhol-AS-BI-
phosphohidrolaz, savas foszfatdz, alkalin foszfatéztin arilamidaze-glikozidaz,p-gliicozidaz,
a-galaktozidaz, p-galaktozidaz, a-mannozidaz, leucin arilamidaz, szalicin, valinaridaz
esetében. A dominans zsirsavak a nemzetség tajéhta hasonloan az isop fékomponens 4
(is0-Cy5:02-OH és/vagy .1 w7c), iso-G7.03-OH , valamint a G.ovoltak. Szintén a nemzetségre
jellemzsen a Menaquinon 7 (MK-7) komponens fordulé éégnagyobb mennyiségben (98%) a
respiratorikus kinonok kozll, emellett 2%-0s mesggben MK-6-ot is kimutattunk. A polaros
lipidek kozul foszfatidiletanolamint (PE), aminoffslipideket (PN1-PN2), foszfolipideket (PL1-
PL3), lipideket (L1-L4) és egy atipusos glikoliptd&L1) mutattunk ki.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (IV. tézis, 4.3 fejezet eredményei alapjan): A
szénhidrogénekkel szennyezett tertletbkzolalt mikrobak kozil a TBF2/20.2 jeltorzs Gj, a
tudomany szamara ismeretlen faj, amelyGlwibacter nemzetség tagja. Elvégeztik az 0] faj
nemzetkozi kovetelményeknek megféldeirdsat, melynek aplivibacter oleidegradansevet

adtuk, utalva olajbont6 képességére.

UJ TUDOMANYOS EREDMENY (V. tézis, 4.2. és 4.3 fejezet eredményei alapjén)
gravimetrias mérések és gazkromatografias vizdghlayomon kdvetett bontasi (biodegradaciés)
kisérlet alapjan et&ént igazoltunk am vitro szénhidrogén bonté képességet kdrnyezeti mian
Olivibacternemzetség esetében.

Fenti eredményeinket nemzetkdzi publikacidban alltidte (Szabo et al, 2011).
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Dolgozatom bevezetésében harom céflést jeloltink meg. Egyrészt szénhidrogénekkel
szennyezett helyszinek mikrobiolégiai diverzitasavantuk vizsgalni harom, magyarorszagi,
karhely esetébenkKovetkeztetéseinket e harom helyszin fent bemutatbtid 6pontjaiban és
terlletein vételezett talajviz mintdk alapjan, az #&alunk alkalmazott moddszerek
eredmeényeképpen vontuk le a bakteridlis kbzosségreonatkozoéan. A vizsgélt szennyezett
helyszineken tébb alkalommal (minimum haromszomldgiai és geokémiai mintavételezeést
végeztink annak érdekében, hogy meghatarozzuk, &a@ggnnyezes mennyiben valtoztatja meg a
vizsgalt terlletek mikrobioldgiai diverzitdsat. ¥galatainkban nem kizardlag a szennyezett
terlletrészil szarmazo, hanem a szennyezett karhely kémiaiti&kagl valamint talajviz aramlasi
szempontbdl is hattérnek szamito terlldtér mintakat vettiink és a szennyezett talajvizakhoz
hasonloan értékrltik azokat. A hattér és a szemtlyezrntak TPH és BTEX szennyezettségi és az
Aliivibrio fischeri célszervezetet alkalmazé toxikoldgiai vizsgalatEStékeinek elemzése alapjan
megallapitottuk, hogy a vizsgalt terliletek talagimek szennyezettsége és mikrobioldgiai toxicitdsa
kozott szignifikans, egyenes aranyl osszeflggésfealh. Fentiek alapjarelssként sikertlt
igazolnunk ilyen matematikai 6sszefiiggést kémiai atfitikai (TPH és BTEX) és toxikologiai
eredmeények kozo6tt azonos tertletil szarmazd szennyezett és hattér mintdk esetében

A toxikoldgiai €és kémiai analitikai eredmények géapazt feltételeztiik, hogy a szennyezett
terlletek diverzitasat is nagymértéekben befolyasalmintak szennyezettsége. Ennek medgietel
a toxikologiai vizsgalatokkal egy éthen vett szennyezett és hattér mintak diverzitdsdekularis
biolégiai alapu, T-RFLP mddszerével (genetikaianjomat) értékeltiik. A T-RFLP eredményeket
tobb tipusu statisztikai elemzéssel (Man Whitnekldszter analizis) elemezve ugy talaltuk, hogy a
harom hazai karhelyen vett mintaink esetében rsaggifikans 6sszefliggés a mintak T-RF-ekre
(mint OTU-ra) alapozott mikrobialis k6zdsségénekeditasa €s a szennyezettség mértéke kozott,
s6t sok esetben az azonos terlletek éltdépontban vett mintainak T-RFLP képe is Iényegesen
eltér egymastol. Vagyis harom hazai karhelyrél szarmazéd hattér és szennyezett talajviz
mintak molekularis biolégiai elemzése alapjan a smmyezettség nem befolyasolja szignifikans
meértékben azok mikrobioldgiai 6sszetételét és gerileti sokféleségét (diverzitasat).

E megallapitasunk ellenére masodik célkdisiinknek megfeléén a T-RFLP-k alapjan
keresetlink olyan fragmenteket, amelyek csak a geemit, illetve csak a hattér mintakra
jellemzsek. Célunk az volt, hogy megjeldljik azokat a fraegmteket, amelyek megjelenése kothet
bizonyos tipusu (szennyezett, illetve hattér) nkint, vagyis biomarkerként alkalmazhatdéak. A
vizsgalathoz csak azokat a fragmenteket vettikefgmbe, amelyek a vizsgalt harom helyszin és
mintazasi idpontok mindegyikén a talajvizmintdk legalabb 25%iakimutathatok voltak.
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Eredményeink alapjan a harom kéarhely szennyezetiad®r részteruletéir szarmazo talajviz
mintak elemzése alapjan T-RFLP fragmentek kdziibkat123-as és a 202-es mutatott elfogadhato
szinfi pontossagot a szennyezettséiyegelzéséhez. E két fragment a szennyezettség szejaip
alapjan magas specifitassal és alacsony szenagsat rendelkezett. Ez alapjan nagy
valdsziriséggel kevés alpozitiv, ugyanakkor viszonylag @agsszenzitivitasuk alapjan talzottan
sok alnegativ eredményt adnak. A biomarker keresédményei alapjan tehat kovetkeztetésként
megéallapithatd, hogy statisztikailag kijelolbletolyan fragmentek, amelyek jelenléte informaciot
adhat a minta szennyezettségiérVarhatban a szennyezett terileteken altalunk eéikent
alkalmazott biomarker keresés a tovabbiakban tobb rmtavételi helyszin eredményei alapjan
vezethet olyan T-RFLP fragmentekhez, amelyek az &lunk talaltakhoz hasonléan magas
specifitassal és nagyobb szenzitivitdssal rendelkek. Ebben a témaban tehat szélesebb korben
vett mintavételezés eredményei alapjan tovabbi aeyflglesztés javasolhato.

A T-RFLP elemzés és a biomarker keresés eredmatggan gy gondoltuk, hogy Iényeges
az altalunk talalt fragmentek taxondmiai identifikija, annak érdekében, hogy meghatarozzuk
milyen mikroszervezetek domindlnak a vizsgalt teteken. Ennek érdekében, kiindulva a
talajvizekl®l izolalt kdzosségi 16S rDNSSb 7 minta esetében klonkdnyvtarakat készitettiink.
Véarakozasunk ellenére a biomarker vizsgalatban at@gfragmentek azonositasa nem sikerdlt, de
az elemzés alapjan a kdzosségalkotdé mikrobakraltovismereteket szerezhettiink. Eredményeink
alapjan, mind a karhelyeken vett szennyezett, mandhattér mintakban jelen vannak olyan
baktériumok, amelyek az irodalmi adatok alapjan els@ az olajszarmazékok bontasara,
eléfordulasukat valosziisitheben mégsem a szennyezanyagok mifisége, koncentracidja
hatarozza meg dldlegesen, hanem mas kornyezeti téhiezakar oOnmagukban, akar
kolcsbnhatasban egymassal és a szennyezettségtételéxel. Irodalmi adatok alapjan ugy
gondoljuk, hogy a kornyezeti tényie kozul kiemelked jelentisége lehet a kdzeg oxigén
ellatottsaganak (Fahy et al, 2006; Alfreider & V,agd07; Aburto et al, 2009).

A dolgozat harmadik célkizésének eleget téve 7 hazai, szénhidrogénekkelnypezstt
karhely6l szénhidrogén komponensek bontaséra alkalmasrhaktgkat izolaltunk, amelyek bonté
képességuk alapjan okséen felhasznalhatok lehetnek akar az emlitett mongdielyszineken. A
szennyezett terlletadr 47 torzset kilonitettiink el klasszikus mikrobigikl (tenyésztéses)
modszerekkel, szelekcids tptalajt alkalmazva (@dlyeszénforrds gazolaj, 6klaj keverék).
Gravimetrias vizsgélataink és akkreditalt kémiaaldikai eredményekkel aldtdmasztott bontasi
kisérleteink alapjan 6 mikroba torzs bizonymltvitro alkalmasnak szénhidrogén bontasra. Ezek
kézil a TBF2/20.2livibacter oleidegradans sp. nova ZFM 23.1,Rhodococcus erythropolis
illetve a 4S-8Rhodococcus rubetdrzsek esetében a bontasi képességet szennyeddétisl
szarmazé talajvizmintan (bontasi kisérlet) is idtako(18. sz. tablazat).
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18. szamu tablazaiA szénhidrogénekkel szennyezett hazai helyszéhélonnan izolalt szénhidrogén bonté mikrobak
16S rDNS identifikacidjanak eredménye és a gravidgtvalamint kdrnyezeti mintan végzett bontasékiet alapjan
megallapitott bontasi szazalékok, 6sszehasonlikiséuletben alkalmazott kezeletlen kontrtoll mikia.

Minta jele Identifikacio eredmér_ly_e Gravimetria | Bontasi kisérlet
(NCBI GenBank, leBibi) bontési %
TBF2/20.1 | Acinetobacter rhizosphaerae 64,62 n/a
TBF2/20.2 Olivibacter sp. nov. 21,09 76,60
ZFM 23.1 Rhodococcus erythropolis 47,94 74,15
SZM5/4.2 Pseudomonas mandelii 44,94 n/a
OM 7-2 Rhodococcus erythropolis 31,15 n/a
4S-8 Rhodococcus ruber 33,10 77,90

Az Ujonnan izolalt torzsek faji szinbesorolasat 16S rDNS alapu vizsgalatokkal Tinekadl,

2010 ebirasait kovetve vegeztik. A bontd torzsek idendifilbjanak eredménye, hogy az izolalt

TBF2/20.2 jelzés torzs azOlivibacter nemzetség eddig nem ismert képvidige. Az 0j mikroba

a fajleirashoz sziikséges vizsgalatok elvégzése uamnOlivibacter oleidegradans nevet kapta,

utalva szénhidrogén bonté képességére. Ez egyben @lvibacter nemzetség szénhidrogén

bont6 képességének is éldudomanyos igazolasa.

Munkénk eredmeényei alapjan javasoljuk:

A T-RFLP alapu biomarker keresés tovabbi folytatédgan fragmentekre fokuszalva,
amelyek nagy meérték specifitasuk és szenzitvitasuk alapjan jelezhstzénhidrogén
szennyezések megjelenését.

A fent emlitett biomarkerek megjeldlése utan azdentifikdcidjat molekularis
biologiai alapon, igy faji szinten is meghatarodhkinne, hogy mely taxonok jelennek
meg és/vagytinnek el ilyen szennyezések hatasara.

Az izolalt bontdé torzsek T-RFLP képének meghatésarzaa bioaugmentaciot
megebzéen, olyan genetikai marker alkalmazaséat, amellygpbmmon kdvethdét az
inokulald térzs mennyiségi, életképességi valtozakazelt tertlet mikroba k6zésségében
(pl. RNS alapu T-RFLP vizsgalatok).

A szénhidrogén bonté mikrobak kornyezeti térijdael szembeni érzékenységének és
fermentélhatosaganak vizsgélatat a bioaugmentééldak megfelélen

Bioaugmentacid kivitelezését a monitoring tevékéggel érintett terlleteken
alapozva az ujonnan izolalt bonté mikrobakra.

A szénhidrogén bontd képesség vizsgalat@dladbacternemzetség tovabbi tagjainak
esetében. AzOlivibacter oleidegradansbontasi képességének, enzim rendszerének
feltérképezése genetikai/molekularis biolégiai gélatokkal. Olivibacter specifikus

primer tervezése a gyors identifikacio érdekeben.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkénkkal kapcsolatban az alabbi cédlkéseket fogalmaztuk meg:

1. Szénhidrogénekkel szenyezett hazai terllétekzarmazo talajviz mintak esetében
statisztikai moddszerekkel vizsgalni kivantuk, hogy szennyezés mennyiben
valtoztatja meg a bakteridlis kozosség diverzitgagitosszetételét.

2. Molekularis biolégiai moddszerek segitségével (T-RFLklonkdnyvtar) olyan
kozosség alkotdkat kerestiink, amelyek ugyanazaietél szarmazo szennyezett
és hattér mintakra jelleriek, vagyis a kornyezetvédelmi gyakorlat szamara a
jovében un. biomarkerként alkalmazhatok.

3. A dolgozat masodik részében célunk olyan szénhé@roponté baktériumok
izolalasa volt, amelyek szintén szennyezett teskték szarmaznak és igazolt
bontasi  tulajdonsagaik  alapjan okdmr  felhasznalhatok  lehetnek
bioaugmentécidban, akér azéetészben bemutatott monitoring helyszineken.

Els6 két célkitizésem elérése érdekében 3 hazai, szénhidrogénskémehyezett tertleten,
harom éven at (2006-2008) biologiai é€s geokémiainitodng rendszert rikodtettlink.
Kovetkeztetéseinket e harom helyszin egymastotéeltpontjaiban és fent bemutatott hattér és
szennyezett teriletein vételezett talajviz minté#kotéll elemzése alapjan vontuk le a bakterialis
kozbsségre vonatkozdéan. A harom helysitiszarmazo, talajvizmintdk TPH és BTEX vizsgalati
eredményeit a mintakAliivibrio fischeri alapu toxikoldgiai eredményeivel 06sszefliggésben
statisztikai modszerekkel elemeztikA statisztikai modszerekkel a TPH és BTEX
szennyezettségi és adliivibrio fischeri célszervezetet alkalmazé toxikoldgiai vizsgalat &g
értékeinek elemzése alapjan megallapitottuk, hogy avizsgalt terlletek talajvizeinek
szennyezettsége toxicitasa kozott szignifikans, emges aranyu osszefluiggés all fenrkEzek
alapjan feltételeztik, hogy ez az 6sszefliggés tehaks diverzitasban, illetve a kdzésség alkotd
mikrobadk 0Osszetételében is nyomon kovedthetFeltételezéseinket molekularis biologiai
modszereken alapuld rendszer eredményei és ezekibbk modszerrel kivitelezett statisztikai
elemzései (Man Whitney U, klaszter analizis) mimktaiesetében (n=31) nem igazoltak.
Eredményeink alapjan a vizsgalt szennyezett terilek talajvizeinek diverzitasat, valamint a
kozbsség Osszetételét nem a mintdzott kdzeg szermeyesége alakitja donéen a vizsgalt
helyszineken Ehhez hasonl6an a vizsgalt terlileteken a T-RFLBgdilatok alapjan nem mutattunk
ki olyan biomarkereket, amelyek egyértékn és kizarolagosan egy tipusu (szennyezett vagy
hattér) mintakra jellentek.

Harmadik célkitizésinknek megfeléén 7 hazai helyszin szénhidrogén szarmazékokkal
szennyezett kozegdib 47 baktérium torzset izolltunk. A 47 mikroszergt®l 6 mutatot
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biodegradacios képességet olajszarmazékok esetéldwt. torzs kdzul egy a szakirodalmi adatok
alapjan fakultativ patogén baktériumnak bizonyutmely korhazi eredét (nozokomialis)
fertézésekert feléls, igy a tovabbi vizsgalatokbol kizartuk, hiszen a&zdrzs a ké&bbiekben
bioaugmentacibban nem hasznalhaté fel. A maradékrids esetében gravimertias és GC alapu
kémiai analitikai vizsgalatok eredményei alapjadazigituk a szénhidrogén (TPH) bonto képsségét.
Egy esetében olyan baktérium torzset izolaltunk.elgma molekularis biolégiai és egyéb
vizsgalatok eredménye alapjan ezdig ismeretlen, Uj baktérium faj. A faj leirdsatelvégeztik
€s annak - utalva a torzs szénhidrogén bontasi kéggegére - aDlivibacter oleidegradans nevet
adtuk.

Munkéank eredményeként valamennyi céikésink teljesilt és a beallitott kisérlet@kitbb,
0j tudomanyos eredmény is szlletett, amelyekeaizis formajaban 6sszegeztink.
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7. ENGLISH SUMMARY

Three objectives were formulated in this PhD disdem:

1. A statistical examination of the changes in a b@dteommunity and its diversity
caused by hydrocarbon contaminations in pollutedulgdwater samples from
Hungarian sites.

2. Operational taxonomic units (OTUs) based on moalcbiological methods (T-
RFLPs and clone libraries) that exclusively marklytimn in groundwater were
looked for that could be used as biomarkers of aoittated or uncontaminated
groundwater in environmental practice.

3. The isolation and identification of new hydrocarlegrading bacterial strains from
contaminated sites that are able to be used inubmantation processes.
Verification of hydrocarbon degradation abilitytok isolated strains.

For the first and second objectives biological gedchemical monitoring was performed in
three Hungarian hydrocarbon contaminated sites dmiw2006 and 2008. Results about the
bacterial community were established by the outsmwieseveral different analyses that were
fulfilled with the samples from contaminated andckmround (by the results of pollutant
concentration and groundwater flow) groundwater mooimg wells from these sites. Samples were
taken on different dates during the monitoring floe examination. Altogether 31 groundwater
samples were taken from these sites. In the fiegt the concentration of total petrol hydrocarbons
(TPH), the BTEX concentration anéliivibrio fischeri toxicological results were compared by
statistical methodg=rom the results of statistical analyses, signific& coherence was verified
between the toxicity of the samples and the measuteconcentration of pollutants (n=31).
Based on these results it was thought that thid kincoherency should be the same between the
contamination rate and the bacterial diversityha ¢composition of the community in the samples.
Examination of the bacterial diversity and commymt the groundwater samples were based on
molecular microbiological methods (T-RFLP and clditearies). By the outcomes of statistical
assays (Man Whitney U test, cluster analyzis) tyygothesis was not verified. In particular there
was not any significant coherency between the coin@ion rates and results of the molecular
microbiological methods (T-RFLP, clone librarieshccording to the analysis of the 31
groundwater samples from the Hungarian hydrocarboncontaminated sites it can be said that
there is no significant relationship between the baerial diversity or the composition of the
community and the measured values of the BTEX andHH contaminants T-RFLP biomarkers
that are able to exclusively mark the samples wWithsame pollution conditions (contaminated or

background) was not found.
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For the third objective, different samples wereetalkrom seven from oil polluted Hungarian
sites. Forty-seven bacterial strains were isoldtech these samples. Biodegrading ability of
hydrocarbons was verified by gravimetrical methwdsix strains of the 47. These six strains were
identified by genetical methods (16S rDNA sequegicirrom the results of the identification one
of these oil degraders was found to be a facudepathogen microbe which causes nosocomial
infections and therefore cannot be used in enviemal clean-up (bioaugmentation). In the case of
the remaining five microbes, hydrocarbon (TPH) ddgrg ability was also verified witim vitro
examination in groundwater samples from a diesdl @ntaminated sample by gas-
chromatographic analysis. According to the resoifitgenetical and phenotipical examinations, one
of the isolated bacteria wadentified as an unknown bacterium speciesDetailed description of
the new species was done and it was named (becduse oil degrading ability)Olivibacter
oleidegradans.

In the Ph.D. dissertation three objectives weravdrand achieved. The work yielded several

new scientific results which were discussed in flveses.
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1. mellékelt tablazatA biolégiai és geokémiai monitoring mintavételi yetinei, analitikai eredményéi kiemelve: A klénkonyvtar vizsgalatok mintdiarancssarga keret:vizsgalati
eredmények B szennyezettségi hatarérték felett)

Szén- Gl | FEURX Sejt- CH- Benzol | Toluol |, B9 | xilolok Eglﬁb V?ésFiH (ICE:Fl)g- (TcpsH
Minta DAtum hidrogén Shannon-f S potencial pH szam bonté | EC50 benzol benzolok | C12) Ca0) Ca0)
Szenn}/e- s (mg/l) | (mV) normal (el sejt- ) ,B” szennyezettségi hatarérték (ug/l)
zettség . p MPN3) szam
Hidrogén 1 20 20 20 20 - - 100
1| BM1.1 2007.02.22 hattér 2,6021676 9,4 363 7,80 75000 1500 <0,2 <1 <1 <5 <20 <25 <25 50
2 BM1.2 2007.06.12 hattér 1,3333441 13,6 357 6,63 93000 3900 69,0 <0,2 <1 <1 <5 <20 <25 <25 50
3 BML1.3 ® 2007.08.28 hattér 1,580321 10,8 25 6,75 93000 2300 233,3 <0,2 <1 <1 <5 <20 <25 <25 50
4 BM1.4 % 2007.11.27 hattér 3,4101367 17,4 379 6,85 43000 930 67,7 <0,2 <1 <1 <5 <20 <25 <25 50
5 BML1.5 @ 2008.02.19 hattér 3,5917722 12,8 259 8,70 2300 36 147,8 <0,2 <1 <1 <5 <20 <25
6 BM7.1 % 2007.02.22 | szennyezett | 2,2314341 1,8 246 7,45 9300 930 39,2 0,9 <1 <l
7 BM7.2 % 2007.06.12 | szennyezett | 1,9645371 93 346 7,35 | 430000 2300 55,8 <0,2 <1l <l
8 BM7.3 2007.08.28 | szennyezett | 1,8893351 97,0 216 7,58 43000 9300 52,9
9 BM7.4 2007.11.27 | szennyezett | 2,8452355 4,3 204 7,00 9300 4300 32,3
10| BM7.5 2008.02.19 | szennyezett 2,589109 15,8 247 8,10 15000 210 89,5
11| 291 2006.05.18. | szennyezett | 2,8118919 | 172 240 9,07 | L,1E+09 | 120000 | 11,6
12| 29.2 2006.11.07. | szennyezett | 2,8355523 | n/a 258 7,70 | 430000 | 23000 43,6
13| Z9.2A 2007.02.06 | szennyezett | 3,0602407 | 94,8 362 7,80 | 93000 23000 22,9
14| Z5.1 2006.05.18. | szennyezett | 2,3864272 n/a 228 8,42 | 23000 23000 4,8
15| 252 E’) 2006.11.07. | szennyezett | 2,8764817 | n/a 205 6,80 | 230000 | 43000 7,2
16| 75.2A | § | 2007.02.06 | szennyezett | 3,3162326 | 63,8 154 7,80 | 150000 | 93000 10,8
17| 741 § 2006.05.18. héattér 3,5269647 | 0,3 480 6,95 | 23000 7500 203,5
18 4.2 S 2006.11.07. hattér 2,6374472 38,0 184 6,70 93000 23000 45,1 <0,2 <1 <1 <5 <20 <25 <25 50
19 | Z4.2A 2007.02.06 hattér 3,0708518 38,3 416 7,86 9300 4300 47,8 <0,2 <1 <1 <5 <20 <25 169 50
20 Z4.3 2007.08.14. hattér 1,8568054 | 29,00 n/a 7,15 21000 930 45,5 <0,2 <1 <1 <5 <20 <25 25 50
21| Z4.3A 2007.05.08 hattér 0,6417968 77,8 329 6,80 | 430000 | 930000 32,1 <0,2 <1 <1 <5 <20 <25 83 83
22 Z4.5 2008.01.08 hattér 1,0090277 23,4 396 6,30 23000 430 99,8 <0,2 <1 <1 <5 <20 <25 28 50
23| OM3 2006.05.31 héattér 2,6638416 | nla 421 7,57 | 4300 750 49,6 <0,2 <1 <1 <5 <20 <25 <25 50
24 | OM3.2 2006.08.15 hattér 3,1074982 n/a 224 9,28 43000 7500 99,1
25| OM3.3 5 2006.11.21 hattér 2,604826 35,3 228 7,22 23000 930 106,6
26 OM8 % 2006.05.31 | szennyezett | 3,3683834 n/a 150 6,97 43000 7500 20,8
27 | OM8.2 E 2006.08.15 | szennyezett | 3,0075569 n/a 50 6,83 23000 4500 17,3
28 | OM8.3 3 | 2006.11.21 | szennyezett | 3,1642512 44,0 212 6,67 39000 4300 31,2
29 OoM7 O 2006.05.31 | szennyezett | 3,1542516 n/a 166 6,82 4300 930 21,7
30| OM7.2 2006.08.15 | szennyezett | 3,0558202 n/a 123 7,03 15000 9300 24,2
31| OM7.3 2006.11.21 | szennyezett | 3,0394709 34,0 153 6,55 43000 930 15,0

O
[e0)



2. mellékelt tablazatA TBF2/20.2, azOlivibacter soliGsoil 034, azO. ginsengisolGsoil 060, azO. terrae
Jip13, illetve azO. sitiensisAW-6' tipus térzsek fenotipizalasi vizsgalatainak eredyeén

Jelmagyarazat: +: névekedés/asszimilacio; -:niegkedés/asszimilacio; +gy: gyenge névekedésnirias adat

Vizsgalt tulajdonsag

TBF2/20.2

O. soli
Gsoil
034

O. O.
ginsengisoli terrae
GSoil 060  Jip13'

O.
sitiensis
AW-6"

Novekedés 5°C-on
Novekedés 15°C-on
Novekedés 30°C-on
Novekedés 37°C-on
Novekedés 42°C-on
Novekedés 4% NacCl-nal
Enzimatikus aktivitas:
Oxidaz
Katalaz
Zelatin hidrolizis
Ureaz
Savas foszfataz
Lugos foszfataz
Eszteraz (C4)
Eszteraz lipaz (C8)
Lipaz(C14)
Leucin-arilamidaz
Valin-arilamidaz
Cisztin arilamidaz

a-galaktozidaz
- galaktozidaz
S-glukoronidaz
a-glikozidaz
S-glikozidaz
o-mannozidaz
a-fukozidaz
N-acetil5-glikézaminidaz
Asszimilacios tesztek
3-hidroxibenzolsav
3-hidroxibutilsav
4-hidroxibenzolsav
Adipinat
Malonéat
Amigdalin
Arbutin
Caprinsav
Kimotripszin
Citrat
D-Adonitol
D-Arabin6z
D-Arabitol
D-Cellobioz
D-Frukt6z
D-Fukoz

Naftol-AS-Bl-foszfohidrolaz

+ + 4+ + +

+

+ + 4

+

+ +

4+

+

+
+

+ +

+ +
+
+

+ + 4

+ T+
+ T+

+ +
+ + +

+

+ + + +

<

+ + + +Q
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D-Galaktoz
D-Gliko6z
D-Lakt6z
D-Lix6z
D-Maltéz
D-Mannitol
D-Mannéz
D-Melezit6z
D-Mellibi6z
D-Raffin6z
D-Rib6z
D-Sacchar6z
D-Sorbitol
D-Tagatoz
D-Trehal6z
D-Turan6z
D-Xil6z
Dulcitol
Erithriol
Eszkulin
Fenilacetat
Gentiobi6z
Glicerol
Glicogén
Inozitol
Inulin
Itakonat
Laktat
L-Alanin
L-Arabinoz
L-Fuckoz
L-Hisztidin
L-Prolin
L-Rhamnéz
L-Szerin
L-Szorb6z
L-Xilose
Metil-aD-glukopiranozid

Metil-aD-mannopiranozid

N-Acetil-glikézamin
Kélium 2-ketoglikonat
Kélium 5-ketoglikonat
Propionsav

Szalicin

Szuberét

Szukroz

Tripszin

Valeriat

Xilitol

DNA G+C mennyiség (mmol)

++t+ 40+t 3

+ + 4

+ 1

+ + 4

+ !
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Kdszonettel tartozom a&gruniver Holding Kft. yalamint aBio-Build Kft. vezebtinek,
egykori és jelenlegi munkatarsaimnak, akikkel akgykti kérnyezetvédelmben szereztem
elévilhetetlen tapasztalatokat.

Kdszénbém a tudomanyos egyutikbdés lehdiségétProf. Dr. Marialigeti Kéaroly
tanszékvezének, valamint a k6z6s munk@lr. Révész Saranakiletve azEo6tvos Lorand
Tudomanyegyetem, Mikrobioldgiai Tanseglykori és jelenlegi munkatarsainak.

Kdszondm a tAmogatabr. Bujaki Gaborkollégiumi f6igazgaténak és SZIE Godaill
Kollégium minden dolgozdjanak.

Héalas kdszonettel tartozoszlleimnek, feleségemnek, csaladomeadretteimnek és
barataimnak akik tamogattak tanulmanyaimban és az élet etgréitetein.

Kdszonom tovabba egykori és jelenldgnaraimnak akik hivatasszéen szeretik
munkajukat, amivel nekem is iranyt mutattak.

Dolgozatomat szuleteddyyermekemnek ajanlom.

Kdszonetemet fejezem ki a doktori kuatasaimat tatpgrojekteknek:

» Szent Istvan Egyetem, Kornyezetipari Regionaliseigmi Tudaskdzpontja, Pazmany
Péter (PAZMANY RET-12/2005) program, Nemzeti Kusatés Technoldgiai Hivatal

» Baross Palyazati Program: ,Kérnyezeti monitoringak@isokat szolgalé innovacios
fejlesztés a Szent Istvan Egyetem Regionalis Egyeteidaskézpont (RET) keretein
beltl” (KM FOKT 06 KMKINNOV)

« INNOCSEKK Program: ,Nagy toxikus elem koncentraciottolerald
szénhidrogénbontd mikroszervezeteket tartalmaziaoitag elallitds bioremediaciés
célra”, Nemzeti Kutatasi és Technoldgiai HivataMkOKT 06 KMKINNOV)

+ BIOKOMP4 Jedlik Anyos Palyazat OM 00120/2007
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