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1. Bevezetés

A népességndvekedéssel és a globalis életszinvonal novekedésével egyiitt folyamatosan
novekednek a Fold lakossaganak kiilonbozo sziikségletei, és ezzel parhuzamosan kibocsajtasai.
Ilyenek tobbek kozott az élelmiszer sziikséglet és az ezzel kapcsolatos hulladék termelés is. Az
¢lelmiszer sziikséglet novekedésével kapcsolatban ismert, hogy 2050-re 60-70%-kal tobb

¢lelmiszerre lesz sziikségiink, mint amennyit manapsag eldallitunk globalis szinten.

Azt a szamadatot azonban mar kevesebben szoktdk ismerni, hogy 2050-ig nagyjabol

ugyanekkora mértékben fog novekedni az emberiség hulladék termelése is. 2016-hoz képest.

Tehat 60%-kal tobb élelmiszerre lesz sziikségiink és 60%-kal tobb hulladékot fogunk termelni.
Ezek igen jelentds mennyiségli élelmiszert és hulladékot jelentenek. Kiilondsen zavarba ejtéek
ezek a szamok, ha belegondolunk, hogy az emberiség az ¢lelmiszer eléteremtésének céljabol
mar eddig is milyen hatalmas teriileteket formalt at, hoditott el a természettél, milyen
mennyiségli fosszilis energidt és kemikaliat hasznalt fel a mezdgazdasagban és ezzel milyen
hatast gyakorolt a globélis 6koszisztémara.

A mezdgazdasdg jelenleg altalanosan elterjedt ezkdztdraval nehezen elképzelhetd, hogy
kielégitsiik a fent emlitett, jovObeni igényeket. Az egyik nagy probléma, hogy a nagyiizemi
mezogazdasag ¢és élelmiszeripar sok esetben nem tartalmazza a korkords gazdalkodas
jellemzdit, amelyben a kiilonb6z6 adgazati elemek zart rendszerré dsszedllva hatékonyan tudjak
hasznositani a mas szereploknél keletkezd értékes és értéktelenebb outputokat, hulladékokat. A
korkoros gazdalkodas gyakorlati megvaldsitasaval minimalizalhato lehet a rendszeren kiviilre
kikeriild hulladék mennyisége, mert szinte minden alacsony értékii output felhasznalasra keriil
€s magasabb értékii alapanyagga, termékké alakul at. Ezen torekvések megvaldsuldsa esetén
csOkken a mezdgazdasag-¢lelmiszeripar rendszerébdl szarmazo hulladék, mikdzben ndvekszik
az eldallitott termékek mennyisége.

Az ilyen tipusu gazdalkodas megvalositdsahoz azonban sziikség van olyan rendszerelemekre,
amelyek rendelkeznek azzal a képességgel, hogy mas termeld egységeknél keletkezett,
értéktelen outputokat, hulladékokat, magasabb értékii termékké képesek atalakitani. Ilyen
rendszerelem lehet a jové mezdgazdasagaban a rovartenyésztés hulladékok felhasznalasaval. A
rovarok az éldvilagban sokféle feladatott toltenek be, de ami a szdmunkra legfontosabb, hogy
jelentds szerepiik van a lebontd folyamatokban, vagyis az elhalt allati és ndvényi

szervesanyagok hasznositasaban, a rendszerbe vald visszaforgatasaban. Emellett a rovarok



nagyon sok magasabb rendli allat szdmara jelentenek természetes taplalékforrast. A
rovartenyésztésnek tehat a mezdgazdasag és élelmiszeripar rendszerébe valo integralasaval, a
ndvénytermesztési €s allattenyésztési agazatokbol szarmazd, ndvényi és allati eredetlt
hulladékoknak, jelentds része hasznosithatova valhat, oly moddon, hogy kozben az
allattenyésztés és az akvakultira szamara, de akar human fogyasztasi célra is tapanyagokban
gazdag, rovaralapu termékeket allit el6. Az egyes rovarfajokban rejld lehetéségek minél
szélesebb korii kihasznalasa azonban még sok kutatémunkat igényel. Sziikséges az egyes fajok
¢és azok igényeinek minél alaposabb megismerése. Valamint sziikséges a szervesanyag és
hulladék hasznositd képességiik feltérképezése ¢€s megértése. Ehhez tobbek kozott
elengedhetetlen a rovarok tapcsatornajaban €16, az emésztési folyamatokban résztvevo,
mikrobidlis kozosség megismerése, amely valdszinlileg nagymértékben hozzajarul egy-egy
rovarfaj alkalmazhatdsagdnak sikeréhez. Ezzel egyiitt a mikrobidlis kozosség akar allat és
humanegészségiigyi veszélyforrast is jelenthet, tovabb noévelve ezzel az alapkutatasok
sziikségessegét.

TDK dolgozatomban a Kozonséges lisztbogar (Tenebrio molitor) fajt és ennek larvajat a
rovartenyésztésben sokszor hasznalt Un. lisztkukacot valasztottam kutatdsom alapjaul. Célom
volt, hogy a lisztkukacok emésztérendszerébdl baktériumokat izoldljak, valamint, hogy az
izolalt torzseket molekularis biologiai modszerekkel faji szinten identifikaljam. Mivel a
lisztkukacok emésztérendszerét célzo kutatasok Ujkeletlinek szdmitanak, a lisztkukac bélbol
valé mintavételnek nincsen kialakult gyakorlata. Ezért tovabbi célként tliztem ki azt is, hogy

modszert dolgozzak ki a faj emésztérendszerébdl valo bakterialis mintavételre.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. Hulladék piramis — Hulladék hierarchia

Az Europai Unio az 2008/98 EK hulladékokrol sz6l6 keretiranyelvében mar hivatkozik a
hulladék hierarchia rendszerére, ami megoldast kindlhat, egyes nyersanyagforrasok
kimeriilésére. Ezen visszanyerhetd nyersanyag forrasok kimeriiléséért a linearis anyagaramlasi
rendszert teszi feleléssé, amelyben egy kitermelt nyersanyag utja determinaltan a hulladékka
valas felé mutat (Mangesh et al. 2015). A hulladék hierarchia tulajdonképpen a hulladék
keletkezésének és kezelésmodjainak megoszlasat irja le. A hulladék hierarchiat szemléletesen
az ugynevezett hulladék piramissal lehet bemutatni. A hulladék piramist kétféleképpen is

szoktak abrazolni, az egyik a jelenlegi allapotot (1.kép) mutatja be.

1.kép A hulladék piramis

Legjobb
megoldas
MINIMALIZALAS
/ UJRAHASZNALAT
/ UJRAFELDOLGOZAS
/ ENERGIAVISSZANYERES
Legkevésbé
hatasos -
megoldas LERAKAS

forras: zoldmatek.hu

A piramis csucsan talalhat6 hulladék kezelési mod a megelézés, egyértelmiien az a legjobb, ha
eleve nem keletkezik hulladék, amit aztdn valamilyen modon kezelniink kéne. Ezt kovetd,
masodik legjobb modszer, amikor egy technoldgiat, vagy a sajat életviteliinket tigy alakitjuk,
hogy azzal minimalizaljuk a keletkez6 hulladékok mennyiségét. Harmadik moédszer az
ujrahasznalat, amikor a hulladékka valt terméket eredeti céljanak megfeleléen hasznalunk Gjra,
ilyen legtobb betétdijas csomagold, tarold eszkoz, példaul a szodéasszifon, vagy a gézpalack.

Ebben az esetben az adott anyag tényleges hulladékka valas nélkiil tobbszor is, akar hosszu
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1don keresztiil ellatja rendeltetési feladatat. Mikézben az egyes ujrahasznalatok kozott nincs
jelentés mértékli id6-, vagy energiaigényli 1épés. Ezzel a modszerrel mar a hulladékok
keletkezésének, kezelésének jelentdsebb részét kezelik, de mennyiségileg messze elmarad a
jelenlegi hulladék kezelési gyakorlat kovetkezé harom modjanak volumenétél. Az
ujrafeldolgozast van, ahol anyagéban torténd hasznositasként emlegetik. Ekkor az anyagot nem
eredeti forméjaban eredeti rendeltetésének megfeleléen hasznaljak jra. Hanem 0sszegytijtés
utan nyersanyagként hasznaljak fel és uj terméket készitenek beldle. Az wjrafeldolgozas mar
nagyobb id6 és energiaigényli folyamat, mint az uUjrahasznalat, viszont a termékeknek
hulladékoknak joval szélesebb kore hasznosithatd ilyen moédon. A moédszer elénye, hogy a
nyersanyag nem vész el, vissza keriil a fogyasztasi rendszerbe. Az ujboli termék eldallitasra
nem feltétleniil van sziikség primer nyersanyag kitermelésre. Az energiavisszanyeréssel, vagy
energetikai hasznositassal a hulladékoknak még nagyobb hanyadat kezelik. Ez tulajdonképpen
a hulladék elégetését és a keletkez6 héenergia hasznositasat jelenti. Itt mar az anyag elvész, de
energia tartalma még hasznosul. Ebben az esetben az anyag kikertil a korforgasi rendszerbdl,
uj termék eldallitasdhoz, a termék anyaganak el6teremtéséhez természeti erdforrasok
kiaknazasara van sziikség. A legutolsd, legkevésbé szerencsés hulladékkezelési eljaras, amivel
a legnagyobb mennyiségli hulladékot kezelik, a lerakas. Lerakés soran a hulladék kommunalis,
vagy veszélyes hulladéklerakoba keriil €s sem eredeti rendeltetésnek megfeleléen, sem

anyagaban, sem energia tartalmanak vonatkozasdban nem hasznosul.

A jovObe mutatd cél a hulladékhierarchiat illetden az, hogy a hulladékpiramist megforditsuk,
tehat a lehetd legkevesebb dolog valjon véglegesen hulladékka, vagyis minimalizaljuk a
lerakasra és az energetikai hasznositasra keriilé hulladékok mennyiségét. Ezzel parhuzamosan

pedig torekedni kellene a hulladékok képzddésének megeldzésére.

A hulladék piramis megforditisa, egyben azt is jelentené, hogy kialakulna korforgasos
gazdasag alapja, hiszen abban a linearis anyagfolyamatokat, amelyekben az anyag a hulladékka
valas Utjan halad, olyan cirkularis rendszerek valtjadk fel, amelyek {6 jellemzdje az
Ujrahasznalhat6, anyagaban hasznosithat6, anyagok, valamint a megujul6é energiaforrasok

hasznalata (Baranyai 2018).

2.2. Hulladékok fajtai

Annak érdekében, hogy megértsiik a hulladékok rendszerezését elsoként sziikséges jogszabalyi
szinten definidlni a hulladékokat. A magyar 2012. évi CLXXXYV. torvény (Hulladéktorvény)

értelmezd rendelkezései alapjan hulladéknak tekinthetd minden anyag vagy targy, amelytdl
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birtokosa megvalik, megvalni szandékozik vagy megvalni koteles. A kiilonb6z6 hulladékokat
a szaknyelv és a jog tobb modon kategorizalja. Az elsd ilyen megkiilonboztetés a hulladék
jelleg, melynek alapjan veszélyes és nem veszélyes hulladékokat kiillonboztetiink meg.
Hasonloképpen megkiilonbdztethetiink hulladékfajtakat. Ez azt az anyagfajtat jeloli, amelybdl
a hulladék képzodott, igy példaul fa, fém, papir, liveg, kompozit, miianyag, és biologiailag
lebomlo hulladékokat kiilonithetiink el. A hulladékok pontos dsszetétele alapjan torténd preciz
megnevezésre a hulladéktipusokat allapitottak meg. Ezek a hulladékjegyzékrdl sz616 miniszteri
rendeletben meghatarozott hulladékjegyzék szerinti azonositd koddal jelolt hulladékok. A
72/2013. (VIII. 27.) VM rendelet jegyzékében harom szintli osztalyozassal, fécsoport, alcsoport
¢s ezen beliill konkrét hulladéktipus megnevezésével torténik a hulladékok csoportositasa.
A hulladékokat a haromszint{i osztalyozasban 3x2 szamjegybdl allo hulladék azonosité koddal
(HAK) lattak el. A HAK kodok az Eurdpai Hulladékosztalyozasi Statisztikairendszerben
hasznalatos EWC koédoknak megfeleltethetéek, az egységes nyilvantartds és nyomon
kovethetdség érdekében. Mind a HAK, mind az EWC kodok * jelolést kapnak a 6 szdmjegy
mellé, amennyibe a kodolt hulladék veszélyes hulladéknak szamit (httpl)
A Hulladéktorvény praktikusan megkiilonboztet tovabbi hulladék féleségeket jellemzo
Osszetétellik alapjan. A teljesség igénye nélkiil ilyenek: a biohulladék, bioldgiailag lebomlo
hulladék, élelmiszer-hulladék, épitési-bontasi hulladék, haztartdsi hulladék, haztartasi
hulladékhoz hasonlé hulladék, vegyes hulladék, =zoldhulladék, telepiilési hulladék,
lomhulladék, épitési-bontési hulladék.

Jelen diplomadolgozat szempontjabol leglényegesebb hulladék csoportok a biohulladék, a
bioldgiailag lebomlo hulladék, a telepiilési hulladék és az élelmiszer hulladék. (2012. évi

CLXXXV. torvény a hulladékrol, 72/2013. (VIIL. 27.) VM rendelet a hulladékjegyzékrol)

2.2.1. Biohulladék és biologiailag lebomlo hulladék

A biohulladék a Hulladéktorvény értelmezése szerint: ,,a bioldgiailag lebomlo, kerti vagy
parkbdl szarmazo hulladék, haztartasban, irodaban, étteremben, nagykereskedelmi, étkeztetési,
vendéglatoipari és kiskereskedelmi 1étesitményben képzddo élelmiszer- és konyhai hulladék,
valamint az élelmiszer-feldolgozo tizemekben képzddd hasonld hulladék™. Ennek értelmében a
biohulladékban megjelenhetnek az alapvetéen nem termelési tevékenységhez, tehat példaul
nem a mezdgazdasaghoz kotddo, kert gondozés, parkgondozas soran keletkezd, dsszegylijtott
jellemzdéen novényi részek. Ilyenek lehetnek példaul a hullott levél, a fliinyirasbol szarmazé

vagott fii, a metszett, friss, fas részek vagy a hullott szaraz fas részek, az elhasznalddott



tapkozegek. Tovabba ebben a hulladékcsoportban jelennek meg az é€lelmiszer fogyasztas
kiilonbozé helyein  keletkezé élelmiszer ¢és konyhai hulladékok, valamint az
¢lelmiszerfeldolgozas helyén keletkezd hasonlo hulladékok.

A biologiailag lebomlo hulladék fogalma a térvényben a kovetkezoképpen szerepel: ,,minden
szervesanyag-tartalma hulladék, amely acrob vagy anaerob tton biologiailag lebomlik vagy
lebonthato, ideértve a biohulladékot is” (2012. évi CLXXXV. térvény). A bioldgiailag lebomlo
hulladék tehat egy nagyobb halmazt jeldl, amelynek része a biohulladék is. Ebbe a halmazba
szamos olyan hulladék belefér, ami az el6z6 értelmezés alapjan nem biohulladék. Ilyenek
lehetnek példaul a kiilonbozo allati eredetii hulladékok, mezdgazdasagi termelés, vagy mas
termel6tevékenység soran keletkez6 nem élelmiszer jellegli szerves hulladékok, lebomlo
anyagbol késziilt hasznalati eszk6zok, csomagold anyagok, illetve adott esetben néhany
fosszilisszénhidrogén eredetli, vagy szénhidrogénnel szennyezett hulladék is részét képezheti
ennek a halmaznak, amennyiben azok bioldgiai uton lebonthatéak. Ebbdl kifolyolag a
biohulladékok és biologiailag lebonthatd hulladékok anyagukban, vagy energetikai hasznostas
céljara tobb felhasznalasi teriileten is hasznos nyersanyagnak tekinthet6ek. Mahro és Timm mar
2007-ben irtak arrdl irtak, hogy a biohulladékokra tobbféle hasznositédsi eljaras soran is igény
tarthatnak majd, de feltehetéen az élelmiszer és takarmany eléallitasi célu felhasznalas fog
elényt ¢lvezni, a biolizemanyag elballitassal szemben (Mahro & Timm 2007). Ami
tulajdonképpen meg is felel a hulladék hierarchia elveinek, hiszen az anyagaban (élelmiszer €s
takarmany) torténd hasznositds elébbre vald kedvezdbb, mint az energetikai hasznositas

(biolizemanyag, biogaz).

2.2.2. Telepiilési vagy kommunalis hulladék

Fontos megemliteni telepiilési hulladékot, vagy mas néven kommunalis hulladékot is. Errdl az
2012. évi CLXXXV. torvény értelmezd rendelkezésben igy olvashatunk: ,,a haztartasi €s a
héaztartasi hulladékhoz hasonld hulladék, amely nem foglalja magaban a termelésbdl, a
mezOgazdasagbol, az erdészetbdl, a haldszatbol szdrmaz6 hulladékot, a nem kozmiivel
Osszegylijtott haztartasi szennyvizet, a szennyvizhaldzatbol és a szennyvizkezeld miivekbdl
szarmazd6 hulladékot, igy kiilondsen a szennyviziszapot, tovabba az elhasznalodott jarmiiveket,
és az épitési-bontasi hulladékot”. Ez a hulladék nagy részben a haztartasi, illetve a haztartasihoz
hasonl6 hulladékbol tevodik Ossze, melyek definicioi a kovetkezok: ,haztartasi hulladék: a
haztartasban, ideértve a lako-, idiilo, vagy hétvégi hazas ingatlanban, valamint a haztartasokhoz

tartoz6 kozOs hasznalati helyiségekben képz0dd vegyes és elkiilonitetten gyljtott hulladek,



amely magéaban foglalja a papir- és kartonpapir-, iiveg-, fém- és mianyaghulladékot,
biohulladékot, fa- és textilhulladékot, csomagolasi hulladékot, elektromos és elektronikus
berendezések hulladékait, elem- és akkumulatorhulladékot, tovabbd a lomhulladékot, igy
kiilonosen a matracokat és butorokat”, illetve ,haztartasi hulladékhoz hasonlé hulladék: az a
vegyes, illetve elkiilonitetten gytjtott hulladék, amely a héztartason kiviil képzodik, és
jellegében, Osszetételében a haztartdsi hulladékhoz hasonld, igy kiilondsen a
kiskereskedelembdl,  kozigazgatasbol,  oktatdsbol, egészségiigyi  szolgaltatasokbol,
szallasadasbol, étkeztetésbdl, valamint egyéb hasonld szolgaltatdsokbdl és tevékenységekbdl
szarmaz6 hulladék™. Magyarorszagon a telepiilési hulladék éves mennyisége nagyjabol 3,7
milli6 tonna. A lakossagtol elszallitott mennyisség 2,4 milli6 tonna. Ezen beliil a kiillonb6zo
szelektiven gyujtott hulladékok mennyisége folyamatosan novekszik, 2019-ben mar
meghaladta a 0,4 milli6 tonnat. Az dsszes szelektiven gytijtott hulladék mennyisége pedig a

KSH adatai szerint meghaladta az 1,2 milli6 tonnat (K&zponti Statisztikai Hivatal).

2.2.3. A telepiilési hulladék szerves része

Azért fontos, ezekkel a hulladék csoportokkal foglalkozni, mert az Osszegytjtott telepiilési
hulladéknak egy része, ahogy a torvény szovegébdl is kiolvashatd olyan hulladékokbdl tevodik
Ossze, ami elkiilonitetten gylijtve biohulladéknak szdmitana. Ebbdl kifolyolag a telepiilési
hulladéknak ez a része valamilyen fenntarthatd, bioldgiai eljarassal hasznosithatd lenne
ahelyett, hogy lerakasra, vagy termikus hasznostasra, azaz égetésre keriilne. A KSH adatai
szerint 2006 és 2015 kozott a lakossagtol elszallitott telepiilési hulladékon beliil a biohulladék
aranya 20% kortiili volt (1. tablazat), amivel az ,,egyéb” kategoria utdn a masodik legnagyobb
szazalékos el6fordulds tartozik hozza, megeldzve ezzel a mlianyag vagy a papir hulladékokat

Tehat a telepiilési hulladéknak meghatarozo, 1/5 részét a biohulladék teszi ki.

1.tdblazat Az elszallitott telepiilési hulladék szdzalékos Osszetételét bemutatd tablazat

5.5.3. A kozszolgaltatas keretében elszallitott telepiilési hulladék 6sszetétele (2006—2015)
(%)

Papir 12,7 18,9 18,4 18,8 14,8 14,7 13,3 14,0 12,9 13,4
Textil 34 39 39 37 3,5 3:5 3,6 34 3.2 3,5
Miianyag 11,8 18,3 18,3 19,1 15,6 155 16,3 16,5 14,5 13,0
Uveg 37 4,0 4,1 4,0 4,4 4,1 4,4 4,1 5 3,5
Fém 2,8 2,6 29 29 31 33 3,2 3,0 2,2 1.8
Bio 22,0 20,2 21,3 20,7 19,2 19,0 20,3 21,0 22,9 22,5
Lomtalanitasi 31 3,6 3,6 3,5 31 29 2,7 2,4 24 31
Egyéb 40,6 28,6 27,5 27,1 35,8 36,5 35,8 35,0 379 38,6
Veszélyes hulladék 2 i & 0,2 0,4 0,6 0,4 0,6 0,5 0,7

forras: Kozponti Statisztikai Hivatal
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A KSH adatai szerint 2017-ben 6sszesen 3,7 millio tonna telepiilési szilard hulladék keletkezett
Magyaraorszagon, aminek a becslések szerint nagyjabol 27 szazaléka, valamivel tobb mint 1
milli6 tonna volt a biohulladék. A szelektiven gylijtott biohulladék ennek nagyjabol az egy
negyede. Ebbdl kdvetkezik, hogy a biohulladék haromnegyedét elpazaroljuk, ugyanis a vegyes
telepiilési hulladék részeként 75%-ban hulladéklerakokba, 25%-ban hulladékégetdkbe kertil.
A biohulladéknak nagyjabol fele komposztalhato, igy, ha csak a komposzt formajaban
hasznosul6 NPK novényi tapanyagok értékét vizsgaljuk, nagysagrendileg 10 milliard forintnyi

szervesanyag az, ami jelenleg a lerakokban és égetokben végzi (Aleksza 2019).

2.2.4. Elelmiszer hulladék — élelmiszer pazarlas, globélis kitekintés

A biohulladék, a fentebbi, magyar térvényi értelmezésnek megfelelden, egyrészrdl a kiilonbdzo
élelmiszer hulladékokat foglalja magéban. Erdemes az élelmiszer és élelmiszeralapanyag
eredetli hulladékok kapcsan globalis kitekintést is tenni. Napjainkban Vildg szinten az
¢lelmiszer egyharmada kidobasra keriil (http3). Mikozben a vilag népességének 8,6 %-a ¢hezik

és az €hezo6k szama évrél évre novekszik (http4).

A megtermelt élelmiszer alapanyagokbol minden feldolgozasi szinten keletkezik veszteség.
Eldszor a betakaritds soran pl. kombdjn altal elszort szemek, majd a valogatasnal pl. nem
»piacos” méretli z0ldségek, késObb a tarolasnal pl. penészedés, a mozgatasnal €s szallitasnal pl.
0sszenyomodas. Aztan az értékesités €s pulton tartas soran is jelentkeznek ilyen veszteségek és
végiil a fogyasztok altal megvasarolt élelmiszernek is jelentds része a kukaban végzi.
A veszteségek lancolatanak els és hosszabbik sorat az angol szaknyelv ,,food loss”-nak nevezi,
magyarul ezt Ggy mondanank élelmiszer veszteség. Ez a betakaritastol az értékesitésig
keletkez6 veszteségeket foglalja magaban. A veszteségek masik fele, ami mar a fogyasztonal

jelentkezik, ez a ,,food waste” vagyis élelmiszer pazarlas (http5).

2.3. A lisztbogar-lisztkukac bemutatiasa
2.3.1. Rendszertani besorolas és altalanos jellemzdk

Az altalam vizsgalt rovarfaj a lisztbogar, illetve annak larvaja, a lisztkukac (3.kép). A
kozonséges lisztbogar Tenebrio molitor, a rovarok osztalyaba (Insecta), a bogarak rendjébe
(Coleoptera), a mindenevébogarak alrendjébe (Polyphaga) azon beliil a gyaszbogarfélék
csaladjaba (Tenebrionidae) tartozik. A csaladba olyan tovabbi ismertebb, hazai fajok tartoznak
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még, mint a kdzonséges biizbogar, a kukorica kislisztbogar, a saroshata bogar, a kékes

gyaszbogar és a poszogo taplobogar.

3.kép A lisztbogar (Tenebrio molitor) és larvaja a lisztkukac

forras: theguardian.com

A gyaszbogarfélék (Tenebrionidae) csaladja az egyik legnépesebb a rovarcsalad, melybe
vilagszerte kozel 20 ezer faj tartozik. A csalddra jellemzd, hogy a bogarak szine matt fekete,
vagy valamilyen sotét arnyalaty, ritkan fémfényli, innen ered a gyaszbogar elnevezés. Tobb faj
esetében a hatulsé par, repiild szarny teljesen visszafejlodott vagy csokevényes. Van, hogy a
szarnyfed6k Osszendtek, igy ezek a fajok teljesen ropképtelenek. Az imagok jellemzden
¢éjszakai allatok, ennek megfeleléen a sotét helyeket kedvelik. Leggyakrabban, ndvényi
anyagokkal, korhadd ndvényi részekkel, esetleg gombakkal taplalkoznak (Toth 1999).
Bogarakrol 1évén sz6 egyedfejlodésiiket a holometabdlia, vagyis a teljes, vagy tokéletes
atalakuléds jellemzi. A teljes atalakulds négy darab fejlédési szakaszbol all, ezek a pete,
larvastadium, bab és imago alak. A Tenebrionidae csaladra jellemz6 larvatipus az aldrotféreg,
ez egy oligopod, azaz tor labas, vagy kevéslabu larvatipus (Juhasz & Kozak 2009). A valodi
drotférgek és az aldrotférgek kozos jellemzOi, hogy egész testiik féregszerlien hosszukas,
egyenletesen hengeres. Kiiltakardjuk szklerotizalt, vagyis kemény tapintasu, kitines. Emellett
fontos jellemz6jiik, hogy harom par valodi labbal rendelkeznek. A valodi drotférgeknél a 1abak
hossza ¢€s vastagsaga azonos, az aldrotférgeknél azonban az elsd par 1ab rendszerint hosszabb
¢s vagy vastagabb. Ugyancsak kiilonbség mutatkozik a szajszerveknél is, ahol a valodi

drotférgek eldrealld, jolfejlett ragd szdjszervénél a felsé ajak hidnyzik, ezzel szemben az
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aldrotférgek rago szajszervénél also és felso ajkat is taldlunk. A larvak fejlodésiik soran szamos
vedlésen mennek keresztiil novekedésiik litemének megfelelden. A kemény, kitines kiiltakaro,
a kutikula behatirolja a ndvekedést, mivel az nem nytjthato tetszélegesen. Igy a larvak
kutikuldjukat idérol-idére egyre nagyobb méretiire cserélik. Az egyes vedlések, amit idegen
szoval ecdysis-nek is neveznek, a nodvekedés Iépcséfokainak 1is tekinthetéek. A
holometamorfo6zis utols6 eldtti allomasa a baballapot. A larvak az utols6 vedlésiikkor levetik
utolso larvakori pancéljukat és abbol mar babingben, bab alakban bujnak eld. Jellemzden harom
babtipust kiilonboztetnek meg, ezek: a szabadbab, a fedett bab €s a tonnabab. A bogarakra és
igy a gyaszbogarak csalddjara is a szabadbab jellemzd. Ennél a babtipusnal a babing vékony
hartyaszert és ezen keresztiil j0l kivehetd a késobbi imagé leendd testrészeinek alakja (Ujvarosi
& Urak 2008). Egyes fajoknal, példaul a Tenebrio fajoknal a szabad babok nem teljesen
mozdulatlanok, hanem minimadlis ,ficankol6” mozgéasra képesek. A korlatozott mozgas
feltehetden a teljesen mozdulatlan babtipusok kiszolgaltatottsdgaval szemben, valamekkora
védekezési lehetOséget biztosit az atalakulasban 1év0 allat szaméara (Bozsik 2015).

A fiatal lisztbogarak keléstiket kovetden még vajsziniiek, aztan par nap leforgasa alatt sziniik
elébb egyre sotétedd barnara, majd végiil feketére valtozik. Ebbdl a tulajdonsagukbol ered az

angol elnevezésiik ,,darkling beetle”, ami s6tétedd bogarat jelent (4.kép).

4 kép A lisztbogar (Tenebrio molitor) angol elnevezése sotétedd bogarat jelent

.'rf' . :."‘ ]
* W

1

-

forras: beardeddragonsworld.com

Egy hét elteltével a kifejlett bogarak mar parosodnak és napokon beliil a ndivara egyedek
lerakjak az els6 petéiket. Egy atalagos ndstény egyszerre 100 - 200 petét is képes lerakni, egész
¢lete soran pedig 0sszesen koriilbeliil 500 petét rak. A peték 1 - 2mm méretiiek és ezekbdl 7-10
nap elteltével kelnek ki a nagyjdbdl 3mm hosszl szabad szemmel alig lathato vastagsagt larvak.
A larvak szine kezdetben egészen vilagos, majd par hét elteltével eldbb vilagos majd egyre

sOtétebb barnas-vordses sziniire valtoznak. Mivel a rovarok poikliotherm élélények, vagyis

13



testhdmérsékletiik a kornyezet hémérsékletével egyiitt valtozik, igy aktivitasuk, fejlodési
sebességilik nagyban fiigg ettdl az abiotikus tényezo6tdl. Nagyjabol 10 és 40°C fok kozott
aktivak, de hé optimumuk, amikor a leggyorsabb fejlodésre képesek, valamivel 20°C fok felett
kezddédik és 30°C fokig tart. Ezen a homérsékleten mennek végbe legyorsabban a négy
¢letciklus fejlodési folyamatai. 25°C-on a teljes €letciklus nagyjabol 5-6 honapig tart a peték
lerakasatol, a larva, majd baballapoton at az imagok pusztulasaig. 10-15°C kozotti
homérsékleten ez a folyamat akdr egy évet is igénybe vehet (Bjorg 2018). Héoptimumuk
kozelében és megfeleld taplalék ellatottsag mellett a lisztkukacok 3 hoénapig novekednek,
mikozben akar 20-szor is vedlenek, mieldtt bebabozddnanak. A baballapotban torténd
atalakulas megfeleld koriilmények kézott 7-10 napot vesz igénybe, de akar 3 hétig is eltarthat.
A lisztkukacoknal, minden életszakaszra elmondhatd, hogy a fejlédési id6 a populacion beliil
azonos kornyezeti tényezdk mellett is egy harang gorbének megfelelden alakul. Vagyis mind a
peték kelésekor, mind a larvék fejlédésekor és a baballapotban, mind pedig a kifejlett
imagoknal elmondhatd, hogy vannak olyan egyedek, amik a tobbségnél joval rovidebb és
vannak, amelyek a tobbségnél joval hosszabb id0 alatt mennek végig az adott fejlodési

szakaszon (http2).

2.3.2. A Lisztkukac felhasznalasa

Eurdpaban mar régota jelen van a lisztkukac, de f6ként a hobbi allattartok korében ismert, akik
eleségallatként élve, vagy egészben szaritva adjak, madaraknak, hiilldknek, halaknak. Az
utobbi években azonban fejlédésnek indult a rovarliszt alapu tapok piaca is (Beynen 2018). A
lisztkukac (Tenebrio molitor) és mas ehetd, vagy takarmanyalapanyagként hasznosithato
rovarfajok kutatdsira, valamint termelési célu tartdsara €s hasznositdsara egyre nagyobb
érdekl6dés iranyul. 2017-ben az EU-ban engedélyezték a feldolgozott rovarfehérje termékek
haltakarmanyokban és hazikedvencek eledelében (5.kép) valo felhasznalasat is (EU 2017).
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5.kép Magyar cég terméke a Cricksy Dog rovarfehérje alapu szaraz kutyatap

forras:cricksydog.hu

A Fold sok orszagaban hétkoznapi dolognak szamit a rovarfogyasztas. A FAO mar 2013-ban
tett ajanldsokat a rovartenyésztés és rovarfogyasztas témajaban (FAO 2013). Uj attorésnek
szamitott, hogy 2021 elején az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag emberi fogyasztasra
alkalmasnak nyilvanitotta a lisztkukacot (EU 2021a). A téma aktualitasat mi sem jelzi jobban,
mint hogy az EU-ban a nem oly régen, 2021. szeptember 7-én Iépett hatalyba az a jogszabaly,
amely engedélyezi a rovarfehérje takarmanyozasi célu felhasznalasat a sertés és baromfi
agazatban (EU 2021b). A trendek szerint tehat a rovartenyésztés elterjedése €s intenzitasa

varhatoan jelentdsen novekedni fog az elkdvetkezendo évtizedekben.

2.3.3. A lisztkukac beltartalmi tulajdonsagai

A lisztkukac és mas rovarok étkezési vagy takarmanycélu felhasznéalasat az indokolja, hogy
rendkiviil magas zsir és fehérjetartalommal birnak és ezek a legértékesebb tdpanyagoknak
szamitanak, mivel a novényekben, néhany kivételtdl eltekintve, jellemzden kis szézalékban
talalhatoak meg. Zhao ¢és tarsai 2016-ban a lisztkukac fehérje taplalkozasi célu felhasznalasi
lehetdségeit vizsgaltak. Alap adatokara vonatkozé eredményeik szerint a liofilizalt lisztkukac
zsirtartalma 33% mig fehérjetartalma 51% volt. A larvakbol késziilt fehérjekivonat
fehérjetartalma pedig elérte a 75%-ot. A lisztkukac esetében a zsirtartalom igen széles skalan
23-47% kozott valtozhat (Siow 2021). A lisztkukac beltartalmi értékei foként a mar emlitett
hémeérséklet és a takarmanyellatottsag, valamint takarmanyosszetétel fliggvényében valtoznak
(Zhang 2019). 2020-ban Rodjareon és munkatarsainak kutatasa alapjan a lisztkukac larvak
betakaritasi idejének, vagyis, hogy a kelést kovetden hany napig nevelték a larvakat (30-90
napig vizsgalodtak), nem volt hatasa a rovarliszt emészthet6ségére az in vitro

haltakarmanyozasi kisérletiik soran. A fehérje és zsirtartalom mellet fontos megemliteni ezek
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Osszetételét, tovabba fontos a kiilonbozé elemek eléforduldsa is. Egy szintén 2020-as
kutatasban szarazanyagra vonatkoztatva 29%-os zsir és 52%-os fehérjetartalom mellett, 4,3%
hamu és 11,2% szénhidrat tartalmat mértek. A fehérjedsszetétel vizsgalatakor 19 aminosavat
talaltak. A lisztkukacfehérje glutaminbdl tartalmazott a legtdbbet, esszencidlis aminosavak
koziil pedig a valin, leucin és a lizin voltak a leggyakoribbak. A legyakoribb zsirsav az olajsav
volt, de meglehetdsen magas volt az dssze telitetlen zsirsavak aranya is 79%. Ez részletesebben
47% egyszeresen €s 32% tobbszordsen telitetlen zsirsav tartalombol szarmazott. Nyomelemek
koziil vasat 184, cinket 99, rezet 20, mangant 19, krémot 1,9, kaliumot 8914, kalciumot 320,
magnéziumot 2333, natriumot 437, szelént 0,13 mg/kg koncentracioban tartalmazott. Erdekes
Osszehasonlitds, hogy a vasban gazdagnak tartott nyers marhahas 11,15 mg/kg-0S
vastartalmaval szemben a lisztkukac vastartalma egy nagysagrenddel nagyobb 184,17 mg/kg
(Wu 2020).

2.3.4. Hulladékhasznositas lisztkukaccal

A kiilonb6z0 rovarok igy példaul a lisztkukac takarmanyozasi célu felhaszndldsa nem csupan a
beltartalmi tulajdonsagaik miatt érdekes téma, hanem azért is, mert a rovartenyésztés input
anyagaként, vagyis rovartakarméanyként, kiilonb6z6 hulladékokat és melléktermékeket is
hasznéalhatunk, ezzel hasznositva azok szervesanyag tartalmat. Természetesen a kiilonbozo
anyagokon eltérd litemben ndvekednek a lisztkukacok és a beltartalmi értékeik is valtozhatnak
ennek fliggvényében. Egy 2019-es kutatdsban 5 féle novénytermesztési mellékterméket
hasonlitottak 6ssze az elterjedt lisztkukac takarmanynak szamito bizakorpaval. A rizs szalméan,
rizs korpan, rizs ocsun, buzaszalman, és kukorica szalman nevelt lisztkukacok tulélési aranya a
buzakorpan neveltekhez hasonloan alakult, a 32 napos nevelési iddszak alatt, minden esetben
90% koriili, vagy afeletti volt a megmaradas. Az elfogyasztott melléktermék mennyiségében
mar szembed6tlobb kiilonbségek voltak. Mig az egységnyi tomegli buzakorpa adag teljes
mennyiségét elfogyasztottak a kukacok, addig az egységnyi rizs szalma, rizs korpa és kukorica
szalma mennyiségének csak 90-93%-at, a buzaszalmanak 34%-at, a rizs ocstinak pedig csak
25%-at fogyasztottak el. Testtomegnovekedésben egyértelmiien a buzakorpa szerepelt a
legjobban a 6,5%-kal, ezt kovette rizs szalma 3,6, a rizs korpa 2,9 és kukorica szalma 2,6
szazalékkal. Feltételezésiik szerint mérsékelt fejlodési sebesség a melléktermékek alacsony (3-
4%) fehérjetartalmanak kovetkezménye, ezért tisztdn nem, csak keverékben javasoljak Oket
lisztkukac takarmanynak. Ugyanez a kutatds ramutatott arra is, hogy a lisztkukacok

emésztorendszeriikben képesek bontani a cellulozt, hemicellulozt és a lignint (Yang 2019). Egy
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masik 2012-es kutatdsban bomlo zoldség hulladékon neveltek lisztkukacokat. Itt a 9 hetes
vizsgalati iddszak alatt, a larvak az 5 kg takarmanyt 704 gramm larvabiomasszava alakitottak,
mikdzben testtomegiik 1000%-kal ndvekedett (Zheng 2012).

Vannak, akik ugy tartjak, hogy az igazi korforgasos gazdalkodasnak a rovarok egy eddig
hianyzo elemét képviselik, hiszen a tobb kiilonb6zé agazat alacsony értékii outputjat, akar
hulladékait tudjak hasznositani és ezek atalakitasaval értékes outputokat termelnek. Egy olasz
kutatocsapat szerint a jelenlegi lisztkukac termelési technoldgiadkkal egyelére gazdasagilag nem
éri meg, kivaltani a hagyomanyos fehérjehordozokat. Ugyanakkor vizsgalatuk kifejezetten arra
iranyult, hogy a jovoben milyen alacsonyértékii agar-élelmiszer ipari hulladékokon lehetne
lisztkukacot termelni és ennek a folyamatnak milyen hasznos outputjai lehetnek még a
rovarbiomasszan kiviil. Ertékként jelenhet meg mar maga a hulladék hasznositas ténye, a
hulladék mennyiségének csokkentése, allaganak megvaltozdsa, emellett a visszamaradt
rovartragya, idegenszoval frass, talaj kondicionaloként hasznalhatd. A rovar ,.betakaritaskor”
jelentkezd rovarbiomasszan til, a lisztkukacok egy masik, innovativ lehetdségeket magéaban
hordoz6 outputot is termelnek, a kiilon gyljthetd kitint, amit vedlések utan hagynak hatra. A
kitin felhasznalasi lehetdségeinek kiakndzdsa még a modern biotechnoldgia, de hasznalhato
példaul, kiilonb6z6 lebomld bevonatok, ragasztok, biopolimerek eléallitasahoz. Mindezeken
tul a kutatdcsoport foglalkozik azzal is, hogy a lisztkukacok képesek bizonyos miianyagok
lebontasara is, a bélrendszeriikben taldlhatd Osszetett mikrobakozosségnek koszonhetden

(Sangiorgo 2021).

2.3.5. A lisztkukac miianyagbonto6 képessége

Az utobbi években szdmos kutatas végeztek arra vonatkozoan, hogy a lisztkukac képesek-e,
illetve milyen mértékben képesek lebontani kiilonb6z6 miianyagokat. Az egyik elsé nagy
nyilvanossagot kapott tudomanyos cikk a témaban 2015-bdl szdrmazik. A kutatasban a Pekingi
Egyetem és a Stanford Egyetem kutatoi vettek részt, akik a polisztirén lisztkukacokkal torténd
sztenderd buzakorpat kapott taplalékként, a masodik csoport polisztirént sztirofoam
formajaban, a harmadik csoportot pedig semmit nem kapott. A 16 napos vizsgalati idészak alatt
a korpan nevelt csoport szarazanyagra vonatkoztatott atlagos testtomege 33,6%-kal novekedett.
A koplaltatott csoport testtomege 24,9%-kal csokkent, mig a miianyaggal etetett csoport
testtomege 0,2%-kal novekedett, vagyis joforman stagnalt. Ebbdl tehat az kovetkezik, hogy bar

a lisztkukacok nagy mértékben nem nodvekednek a polisztirol ,takarmanyon”, ugyanakkor

17



testtomegiik nem is csokkent igy mintha egyaltalan nem kaptak volna taplalékot. Vagyis
korlatozott mértékben képesek voltak az emésztérendszeriikkben hasznositani a mianyagot és
16 napon keresztiil megtartani az eredeti sulyukat (Yang 2015a). Ugyanez a kutatdcsapat még
2015-ben par honappal késobb kiadott egy masodik tanulmanyt is, amiben kifejezetten azt
vizsgaltak, hogy a milanyagbonto képesség a bélbaktériumoknak koszonhet6-e? Itt Gentamicin
antibiotikummal etették a kukacokat 10 napig, ami gyakorlatilag minimalisra csokkentette a
baktériumok hozzajarulasat az emésztési folyamathoz. Azt tapasztaltdk, hogy az inhibitorral
etetett allatok elvesztették a polisztirén (PS) bontd képességiiket. Tehat beigazolodott, hogy a
kiilonleges mlianyagbontoképesség a bélbaktériumoknak koszonhetd, nem pedig a rovar sajat,
példaul kiilonleges enzimkészletének, tulajdonsaga. Sikeriilt is egy baktérium fajt izolalniuk,
egy Exiguobacterium sp. fajt, amely képes volt a PS feliiletén biofilmet képezni. Ez a baktérium
in-vitro koriilmények kozott, szuszpenzidban 60 nap alatt a jelenlévé PS 7,4%-at volt képes
lebontani (Yang 2015b). A polisztirén bontas sikereit kovetéen mas milanyagok lisztkukac
altali lebontésaval is elkezdetek kisérletezni. 2016-ban egy kutatocsoport polisztirén (PS) és kis
strtiségt polietilén (LDPE) biologiai bontasaval (biodegradacio) kisérletezett. Azt talaltak,
hogy a lisztkukacok az elfogyasztott PS akar 48%-at képesek voltak atalakitani 12-14 6ran
beliil. A LDPE-t is fogyasztd csoportnal valamivel alacsonyabb volt a ,takarmany” bevitel,
mint a tisztdn PS-t fogyaszto csoportnal. A korpaval vald keverés pedig egyértelmiien ndvelte
a felvett milanyag mennyiséget. A mikrobiologiai vizsgalatok alapjan a lisztkukacok
bélflorajanak dsszetétele egyértelmilen megvaltozott a mlianyagtakarmanyozasra valo atallitas
utan (Wu 2018). Egy 2018-as amerikai kutatdsban polietilén (PET), illetve PS és PET-PS
keverék etetésével, valamint ezek bluzakorpaval vald keverésével probalkoztak. A kontroll
csoport itt is tiszta bUzakorpat kapott. Azt talaltdk, hogy a PET lisztkukacokkal valo
biodegradalhatosaga a PS-hez hasonloan alakul, az elfogyasztott miianyagnak 49% feltehet6en
CO2-v¢ alakul. A lisztkukacok emésztd rendszerének mikrobiologia vizsgalata soran talaltak
két mikroba csoportot (Citrobacter sp. and Kosakonia sp), amelyek feltehetden mindkét
miulanyag bontasahoz erésen hozzajarultak. Emellett voltak olyan mikrobék is, amelyek csak az
egyik mlianyag bontdsa soran voltak jellemzdek. A kutatés tehat arra enged kovetkeztetni, hogy
a lisztkukac emésztérendszer mikrobiologiai dsszetétele magas alkalmazkodoképességgel bir
¢és ennek kdszonhetden kiilonbozo, kémiailag eltérd milanyag tipusok bontasara is alkalmas
lehet (Brandon 2018). Kulcsfontossagti tehat a lisztkukacok emésztérendszerében talalhatd
mikrobidlis kozosség legalabb faji szintli megismerése. Ennek ma legmodernebb modszerei a

molekularis bioldgiai modszerek.
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2.4. 16S rRNS alapu baktérium faj meghatarozas

Napjainkban a modern mikrobiolégidban a baktériumok megbizhatd fajszerinti
meghatarozasanak legelterjedtebb modja a 16S riboszémalis RNS alapt fajmeghatarozas.
Szintén egyre elterjedtebb moddszer a teljes genomi szekvencia (WGS) meghatarozas, de ez
egyelore nehezebb és sokkal dragabb eljaras, ezért még kevésbé altalanos. Bar a 16S alapu
fajmeghatarozéas sokkal pontosabb eredményt ad, mint a korabbi klasszikus mikrobioldgiai
modszerek, napjainkban az 0j fajok leirasdnal mar a teljes genom elemzése valik altalanos
kovetelménnyé. Mig a teljes genom elemzésnél az elnevezésnek megfelelden a genom teljes
terjedelmében meghatarozzak a bazis sorrendet, addig a 16S eljarasnal csak ennek az adott
riboszomalis génszakasznak a bazis sorrendje keriil meghatarozasra, melynek hossza nagyjabol
1400-1550 bazispar (base pairs). A baktériumok genomja igen nagy mérettartomanyban
valtozik, legjellemzdbb tizezres és a millids nagysagrendek kozotti bazis par hosszusdg. Ehhez
képest a 16S 1550 bp hosszusaga rovidnek tlinhet, mégis alkalmas a fajszerinti azonositasra.
Ennek egyik oka, hogy egy nagyon konzervativ génszakaszrol van sz6, ami azt jelenti, hogy
taxonomiailag egymastol tavol allo fajokban is kdzel azonos felépitést mutat, igy altaldnosan
alkalmazhatd. Masik oka pedig, hogy eltérések viszont nagyon specifikusak, ebbdl kovetkezden
identifikaciora alkalmasak. Az altalanosan elfogadott kozértelmezés szerint a 16S szekvencia
esetében 95%-0s egyezdség esetén azonos nemzetségrol beszélhetiink (Johnson 2019). Az 4j
kutatasi eredmények alapjan a 16S rRNS szekvenciaelemzés alapjan uj faj jeloltrdl

beszélhetiink 98,65%-0s egyeziség alatt (Kim et al., 2014)

19



3. Anyag és modszer

3.1. Lisztkukac tenyészet

Kisérleteimet sajat nevelésti lisztkukacokon végeztem. A 0. generacio lisztkukacot 2021
marciusaban vasaroltam a Pet King Store Kft. (Budapest) iizletében. A teljes lisztkukac és
lisztbogar allomanyt gabona alapu takarmanyon tartottam. A takarmdny térfogat szerinti
Osszetétele: 70% buzakorpa, 15% kukoricadara, 15% zabpehely volt. Emellet a rovaroknak
folyamatosan rendelkezésiikre allt valamilyen 1édus zoldség vagy gylimdlcs, leginkabb a
vizpotlas céljabol. Erre a célra almat, uborkat, illetve a nyari iddszakban dinnyehéjat
hasznaltam. A lisztkukacok daprilis masodik felében kezdtek el bebabozodni, ez elsd
lisztbogarak mar aprilis végén kikeltek, de bogarak nagy tobbsége majus elején-kdzepén kelt.
A legelsd nalam kelt lisztkukacokat mdjus 11-én dokumentaltam. A lisztkukacok boncolasa

junius 15. és augusztus 17. kozott tortént.

3.2. Lisztkukac boncolas

Az els6 proba boncolast junius 15-én végeztem a MATE Akvakultira és Kornyezetbiztonsagi
Intézetében. A boncolas eldtt a lisztkukacokat 10 percre -20 °C-ra fagyasztoba helyezve
készitettem eld a boncoldsra. A boncolast mikroszkdp alatt, oraiivegen, borotvapengével és
boncold csipesszel végeztem. A cél a lisztkukac tapcsatorndjanak kipreparalasa volt. A
tapcsatornat sikertilt kipreparalni de kozben a kovetkezd problémakkal szembesiiltem: a
folyamat nagyon lassu a lisztkukac rogzitése nem volt megoldott €s a testiiregben talalhato
nagymennyiségii zsiros szovetet nehezen lehetett elvalasztani a béltél. Tovabba a 10 percig
tarto hiités csak tetszhalott allapotot eredményezett, és az oralivegen, lampa alatt felmelegedve
ujra aktivizalddtak a larvak.

A masodik boncolas junius 30-an tortént. Szakirodalmi kutatas soran egy 1986-bol szarmazé
The Science Teacher cimli USA-béli lap Nadin Petersentdl szarmazo cikkében taldltam hasznos
informéciokat a boncoldsdhoz. Ezeket az informaciokat és a korabbi tapasztalatokat
felhasznalva, terveztem meg a masodik modszer 1épéseit. A kukacokat boncolas elott egy oraval
fagyasztoba raktam. A milanyag petricsészéket paraffinnal ontéttem ki €s a parafinba a
lisztkukacok méretének megfeleld, hossziukas rovatkakat olvasztottam. Az elpusztult
lisztkukacokat hasi oldalukkal lefelé a rovatkaba helyezve, egy-egy bonctiivel fej és farok

iranybol rogzitettem a parafinon. Ezt kovetden a fej €és a tor izesiilésénél egy bemetszést
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ejtettem, majd drozalisan végig vagtam a kitin pancélt. Egy boncol6 csipesz segitségével a
kitinpancélt kétfelé nyitva, tovabbi bonctiikkel rogzitettem, igy jol hozzaférhetévé valtak a
rovar bels6 szovetei. Két bonctiivel dolgozva a testdregben megkerestem a tapcsatornat majd
eldszOr a garati részen elcsipve azt hatrafelé haladva elvalasztottam a zsirszovetektdl, majd a
végbélnyilas belsd oldalan is elcsipve a belet, kiemeltem az emésztdszervrendszert. Uj, iires
petricsészébe athelyezve TWEEN 20 oldatban megtisztitottam a rajta maradt zsirszovet
daraboktol. Amikor a csipesszel eltavolithatd részeket sikeriilt megtisztitani, egyik végénél
felemelve a fonal szerli szervet, pipettabdl racsepegtetett TWEEN 20 oldattal tisztitottam meg
az utolsd zsirszennyezOdésektdl. Majd ismét 0j petricsészére helyzetem a fotézasra szant
preparatumot (6.kép). A boncolast ezattal is mikroszkop alatt, illetve szabad szemmel
végeztem. Ez az eljaras jol mikodott igy gyakorlas céljabol tobbszor megismételtem az elejétol

a végeig.

6.kép Az altalam kipreparalt és megtisztitott lisztkukac tapcsatorna (Sajat készitési kép)

A harmadik boncolasra augusztus 17-én keriilt sor. Ekkor a cél mar az emésztérendszerbdl
torténd mintavétel volt. A lisztkukacokat és a parafinos petricsészéket az el6z6ekben bevalt
eljaras szerint készitettem el a boncolashoz. A boncolas menete is nagyrészt az elobb leirtak
szerint tortént a kdvetkezO néhany kiegészitéssel. A boncolashoz ezuttal nem hasznaltam

mikroszkopot, mert a boncolast laminarisboksz alatt, steril 1égdramban végeztem el. A
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boncolashoz hasznalt eszkdzoket 70% etanollal 4ttorolve és lelangolva sterilizéltam a
bokszban. Az elpusztult lisztkukacot elészor 70% etanol oldatba meritettem, majd onnan
kiemelve, megvartam amig elparolog a feliiletérdl az alkohol és ez utan helyeztem a rovatkaba.
A lisztkukac felnyitasa €s nyitott allapotban torténd rogzitése utan uj, steril csipesszel
folytattam a munkat. Az emésztérendszert a kipreparalas, a tisztitasa és steril TWEEN 20-vel

torténd zsirtalanitasa utan 6ml-es kémcsobe, 1ml steril fiziologias sdéoldatba helyeztem.

3.3. A lisztkukac bélbaktériumok Kitenyésztésének folyamata

Az oldatba helyezett preparatumot steril iivegbottal szét dorzsdlve, majd pedig 5 percig
vortexelve homogenizaltam. Az igy kapott szuszpenziobol 10-es alapu higitasi sort csindltam:
sterilezett 9 ml fizs6 oldathoz 1 ml-t mértem az el6z6 higitasi fok szuszpenzidjabol (7.kép). A

higitasi sort 102 higitasi fokig készitettem el.
7.kép A higitési sor elkészitésének menete

1.0mL

1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0 mL

9.0mL 9.0mL 9.0 mL 9.0 mL 9.0mL
1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100.000

0.1mL 0.1mL 0.1mL 0.1mL 0.1mL

Too numerous Too numerous 389 colonies 50 colonies 2 colonies

SERIAL DILUTION PROCEDURE

forras: microbiologynote.com

A higitasi sorbol lemezt 6ntéttem LB (Luria-Bertani) taptalaj felhasznalasaval. (LB taptalaj:
10g tripton, 5g élesztd kivonat, 9g NaCl, 18g agar, 1000ml H20). A mintdak a MWGA (Meal
Worm Gut A), plusz higitasi fok, mintajelet kaptak. Feliratozas utdn a mintdkat 28°C-ra
inkubatorba tettem. A mintdkat nagyjabol 12 éranként vizsgalva, végiil 48 ora elteltével vettem
ki azokat az inkubatorbol. A taptalajon kindtt baktérium telepek siirtisége alapjan tovabbi

munkira a 10 és a 10* higitasbol késziilt tenyészeteket véalasztottam ki. A nyolc jol
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elkiilonithetd, jellemzd kinézetli baktériumtelepet, a petricsészén bekarikazva jeldltem és
MWGA 1-8 nevekkel lattam el. Az egyes kivalasztott, névvel ellatott telepekrol elkészitettiik
az els6dleges morfoldgiai leirasokat. Ezt kovetden a kivalasztott telepekbdl tisztito szélesztéssel
tiszta torzstenyészeteket hoztam 1étre. Ehhez ujra sterilen LB téptalajt ontottem 8 darab
petricsészékbe, majd pedig a mar megszilardult agarra langgal sterilezett oltokaccsal kiilon-
kiilon petricsészébe kiszélesztettem az egyes (bekarikazott) baktérium telepeket. Az MWGA 1-

8 mintajelekkel feliratoztam a tenyészeteket és ismét 48 ordra 28 “C-ra inkubatorba tettem Oket.

3.4. A baktériumtorzsek hosszutavu tarolasa -80 Celsius fokon

Mivel a baktériumtorzsek novekedése 48 ora elteltével is kozel azonos iitemben folytatodik
tovabb, par nap alatt a képesek beboritani a taptalaj teljes feliiletét, mikdzben az id6
elérehaladtaval egyre nd a befert6z6dés és kiszaradas kockazata. Ezért, ha rovidtavon még
hasznalni szeretnénk az adott tenyészetet, akkor a baktériumok tovabb oltasa, jboli steril
taptalajra torténd kiszélesztése sziikséges, vagy valamilyen hossazbb tavu tarolds. A
baktériumok hosszitava eltarolasa én a glicerin oldatban -80 °C hémérsékleten torténd
kriofagyasztast valasztottam. A mintak fagyasztdsanak elokészitéséhez eldszor a szilard
taptalajon kitenyésztett baktériumokbol folyékony tenyészeteket készitettem. Ehhez folyékony,
agar nélkiili LB taptalajt hasznaltam. 15 ml-es, csavaros tetejli, Falcon csdvekbe 5 ml taptalajt
mértem, majd minden tenyészetbdl egy-egy telepet, lelangolt, steril oltokaccsal felszedve,
belemostam az adott cs6ben 1évd folyadékba. A csoveket lezartam, allvanyba helyzetem, €s
rogzitettem, majd a mintékat vizszintesen eldontve 48 orara, 28 fokra razogépbe tettem.

Két nap elteltével a mintdkat kivettem a gépbdl és eldkészitettem a fagyasztva tarolashoz
hasznalt cryo csoveket. A csovekbe eldszor 700 pl 30% glicerol oldatot mértem, aztan
hozzamértem szintén 700 upl-t a friss folyékony tenyészetbdl. A csoveket lezartam és a
folyadékokat finoman 6sszeraztam, majd pedig egy oraig szobahdmérsékleten inkubaltam. Egy
ora elteltével a feliratozott cryo csovek, feliratozott tarolé dobozban, a -80 °C-os fagyasztoba

keriiltek.

3.5. A DNS izolalas modszerleirasa
Az MWGA 1-8 névvel ellatott baktériumok nemzetség, illetve fajszerinti meghatarozasahoz
els6ként DNS-t kellett izolalnom az egyes baktériumtorzsekbél. A DNS izolalas a 48 oras

tisztatenyészetekbdl tortént a Zymo Research cég Quick DNA Miniprep Plus Kit DNS izolélo

kitjének felhasznalasaval. Els6 1épésként 1,5 ml méretii eppendorf csoveket feliratoztam a
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mintajeleknek megfeleléen, majd ezekbe egyenként 200 ul, DNA Elution Buffer, puffer
folyadékot mértem. Ezt kovetden a lamindrisbokszban a tiszta tenyészetek mindegyikébdl egy-
egy jol elkiiloniil6 telepet kivalasztva, azokat lelangolt oltokaccsal lekaparva, kiilon a megjelolt
eppendorf csovekbe pufferfolyadékba helyeztem sterilen. A kovetkezd 1épésben a minden
tételhez 200 ul, Biofluid and Cell Buffer, pufferfolyadékot és 20 ul, Proteinase K enzimet
adtam. 10-15 masodperc vortexelés utan a szuszpenziot 55°C -on, 10 percig inkubaltam. Ez id6
alatt az enzim lebontja a bakterialis sejtfalat és hozzaférhetdvé valnak a tovabbi sejtalkotok, pl.
a orokitéanyag. A harmadik 1épésben 420 ul, Genomic Binding Buffer, pufferfolyadékot adtam
a mintdkhoz, majd ismét 10-15 masodperc vortexelés kovetkezett. Ezt kovetéen 8 darab
gyljtécsdbe megszamozott Zymo-Spin column membranos szlir6esdveket helyeztem és ezekbe
atpipettaztam az eppendorf csovek tartalmat, majd 12.000-es fordulatszamon 1 perces
centrifugalds utdn eldobtam a gyiijtécsoveket a benne 1évé folyadékkal és a membranos
szlir6ket, amelyek szlirdmatrixdban megtapadt a DNS, 0j gylijtécsdbe helyeztem. Kovetkezd
1épésként 400 ul DNA Pre-Wash Buffer folyadékot mértem a mintdkra, majd ismét 1 perc
centrifugalas kovetkezett 12.000-es fordulatszamon, végiil pedig kiontottem a gylijtdcsod
tartalmat. A kovetkez6lépésben 700 ul DNA Wash Buffer folyadék Gjabb centrifugalas és tirités
kovetkezett. A hatodik 1épésben mar csak 200 pl az el6z6 DNA Wash Buffer folyadékot
mértem a mintakra, amit ismét centrifugalas, majd a gytijtécso eldobasa kovetett. Ekkora sziird
matrixban mar tényleg csak a DNS maradt a feliilethez kotddve, az egyéb szennyezdk
kimosasra keriiltek a kiilonb6z6 puffer folyadékokkal. Befejezd 1épésként a membranos
szlirdcsoveket 1j, steril, a megfeleld mintanévvel feliratozott, eppendorf csdvekbe helyeztem és
50 ul DNA Elution Buffer, pufferfolyadékot mértem a mintdkhoz, pontosan a sziirdmatrixra
csepegtetve. 5 perc szobahdmérsékleten torténd inkubalas utdn a mintdkat 1 percig maximum
fordulatszamon (13.500 rpm) centrifugaltam. Ebben az utols6 1épésben a matrixhoz kotdtt DNS
kioldddott a pufferfolyadékba és a centrifugalas hatasara a folyadék az 0j eppendorf csovekben
gyllt Ossze, a szlrdcsé pedig eldobasra keriilt. Az igy kapott tisztitott DNS azonnal
felhasznalhatdé molekularis bioldgiai eljarasokhoz, vagy -20 Celsius fokon eltarolhatd késébbi
felhasznalas céljabol. A DNS izolalasi folyamat soran VWR MicroStar12 centrifugat, VELP

Scientifica kémcsdérazot (vortex) és Eppendorf automata pipettakat hasznaltam.

3.6. Onellendrzés agaréz gél elektroforézissel

A DNS tisztitds eredményességét ellendrizendd, a mintdk tisztitott DNS tartalmat gél

elektroforézissel vizsgaltam. A folyamat soran hasznalt puffer folyadék, valamint gél folyadék
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komponense a kovetkezokbdl allt: 0,4g NaOH; 3,044g H3BO4; 1000 cm® H20. A gél készitése
soran 70 ml-t hasznaltam ebbdl a pufferfolyadékbol, agar6zbol 0,7 grammot, Eco Safe
nukleinsav festé oldatbol pedig 3,5 ul keriilt a gélbe. Elszor Erlenmeyer lombikba ontottem
az adott mennyiségii pufferfolyadékot és belemértem az agart, elkevertem, majd pedig teljes
oldodasig, forras kezdetéig melegitettem, mikozben t6bbszér megkevertem a folyadékot.
Miutan az agar maradéktalanul feloldodott, a folyadékot folyamatosan kevergetve, folydviz
alatt, kézmeleg homérsékletig visszahiitdttem, ezt kdvetden adtam hozza a 3,5 ul Eco Safe
oldatot, amit szintén elkevertem. Végiil a még kézmeleg folyékony gélt a megfeleld mintdba
ontottem ¢és elhelyeztem benne a zsebek kialakitasara hasznalatos ,,féstiket”. A gél kihtilése és
teljes megszilardulasa nagyjabol 1 orat vett igénybe. El0szor a féstiket tavolitottam el, majd
6vatosan kiemeltem a gélt a mintabol és gépbe helyeztem. A gél koriili térrészt a gép oldalan

jelolt szintig pufferfolyadékkal toltéttem fel (8.kép).

8.kép A gélelektroforézist bemutat6d oldalnézeti abra

Oldalnézet: A mintak betdltésére )
szolgald zsebek Gél el doboz \\

\ / puffer folyadék
J 7

Elektromos mezd és

résrecskék elmozdulasanak
iranya

MNegativ (-) elektréd Pozitiv (+) elektrod

(forras:OrbitBiotech.com, sajat forditas)

Parafilm foliara automata pipettaval 1 ul-es cseppeket mértem a ThermoFisher Scientific cég
DNA loading dye oldatabol. Az el6zdekben elkésziilt tisztitott DNS mintdkbol 4 pl
mennyiséget pipettahegyben dsszekevertem a kimért loading dye oldattal, majd ezt kovetden a
mintdkat a gélben talalhato zsebekbe toltdttem. A legelsd zsebbe, az elébb emlitett cég
GeneRuler DNA Ladder Mix névre hallgatd molekulamarkert toltottem. Ezt kovetden a gépet
100 Volt egyenaramu fesziiltségen 40 percig tizemeltetem, amely 1d6 alatt, a nukleinsavak és
molekulamarkerben taldlhaté ismert hosszasagu részecskék a pozitiv elektrod felé mozdultak
el a gélben. A ,,megfuttatott” mintat ultraibolya fénybe helyezve a DNS és a marker kiilonb6z6

bazispar hosszusagot jelolo részecskéi jol lathatd, hatdrozott vonalat és kissé elmosddott csovat
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mutattak (9.kép). A gélelektroforézis eredménye alapjan sikeres volt a DNS kivonasi folyamat,
hiszen mind a 8 minta esetében vilagitdé vonal jelezte a gélben a DNS jelenlétét.
A identifikacié sordn minden késziiltségi fokon a futtattam gélt onellenérzés céljabol, minden

alkalommal ugyanezen eljaras szerint, igy ezt a folyamat a késébbiekben nem részletezem.

9.kép A gél elektroforézis eredményének UV fény alatti értékelését illusztrald kép
Kétoldalt a DNS létra lathato, kozépen a zsebekbe t61tdtt mintak elmozdulasa

forras: vilber.com

3.7. 16S rDNS PCR

Mivel az identifikéacid a 16S riboszémalis RNS-t kodold gén szakasz alapjan torténik, ezért a
kovetkezO 1épésben ennek a kivalasztott génszakasznak a felsokszorositasa (amplifikacio)
tortént polimeraz lancreakcié (Polimerase Chain Reaction, PCR) segitségével. A génszakasz
sokszorositasahoz a tisztitott és ellendrzott DNS-bol mintankként 1 pl mennyiségre, mint
templatra volt sziikségem. El6szor Osszedllitottam a ,,Mastermixet”, azt a keveréket, ami a
templaton kiviil mindent sziikséges Osszetevot tartalmaz a PCR reakcid lefutdsahoz. Ezt
kovetéen a Mastermixbdl a sziikséges mennyiséget steril, feliratozott 0,5 ml-es eppendorf
csovekbe pipettaztam, majd pedig hozza mértem a templatot.
A Mastermix Osszetétele mintankként 50 ul végtérfogatra szamolva a kovetkezoképpen alakult:
32,75 pl MQ water (kiilonlegesen nagy tisztasagu ioncserélt viz), 10 ul dNTP (szabad
beépithetd nukleinsav bazisok), 0,25 ul Taq polimeraz (a komplementer szalak atirdsat, a
bazisok beépitését végzé enzim), 5 ul Taq puffer (az enzim miikodését biztosito

pufferfolyadék), 0,5 ul 8f forward primer (a 16S szekvencia elejét kijel6l6 primer, ahonnan a
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DNS szalon eldrefelé haladva az enzim beépiti a bazisokat ), 0,5 ul 1492r reverse primer (a 16S
szekvencia végét jelold primer, az enzim innen DNS szélon visszafelé¢ haladva épiti be a
bazisokat. Ezen 0sszetevok Ossztérfogata 49 pl, ezt a mennyiséget mértem ki mind a 8 darab
kis eppendorf csdbe, végiil pedig minden cs6be belemértem 1 pl templatot, vagyis az egyes
baktériumoktol szarmazo, tisztitott DNS-t. Az eppendorf csoveket lezartam ¢€s elhelyeztem a
PCR késziilék (Eppendorf Mastercycler epgradient PCR) erre kialakitott hiitd-fiit foglalatjaba.
A késziiléken beallitottam a kivant lancreakcié lefolydsdhoz sziikséges hoprofilt, vagyis az

egyes szakaszok hémérsékletét és azok idejét, valamint a ciklus ismétlodésének szamat.

A hoprofil:

1. szakasz 95 °C - 3 perc

2. szakasz 94 °C - 30 masodperc
3. szakasz 52 °C - 30 masodperc
4. szakasz 72 °C - 1 perc

5. szakasz 72 °C - 10 perc

6. szakasz 4°C - 0

A 2-4 szakaszokbol allo ciklusra 32x ismétlodés szamot allitottam be. A folyamat lefutasa utan
a gép a mintakat 4°C-ra hiiti és ezen a homérsékleten korlatozatlan ideig tarolja. A PCR
folyamat utan a minték ujabb, gélelektroforézissel torténd, vizsgalata kovetkezett, amibdl az
deriilt ki, hogy 2 darab minta esetében a sikertelen volt az eljaras. igy az MWGA-1, valamint
az MWGA-7 jelli mintak kiestek a tovabbi vizsgalati folyamatokbdl.

3.8. A PCR termék tisztitasa

A PCR folyamat eredményeként keletkezd terméket, bar DNS eredetli, mar nem nevezziik
DNS-nek, mivel csak egy arrdl atirodott szakaszt, a 16S szekvencidt tartalmazza nagy
kopiaszamban. Innentdl kezdve a PCR termék megnevezés hasznalatos.

A folyamat soran a mastermixnek nem minden 6sszetevoje €piil be maradéktalanul a kopidkba,
igy a folyadékban innentdl kezdve, szdmunkra zavar6 szennyezd anyagokként jelennek meg,
amik akadalyozzdk a tovabbi munkat. Ezért tehat a PCR termék tisztitdsa sziikséges, amihez
ismét egy kittet, a Macherey-Nagel cég NucleoSpin Extract 1l DNA Clean-up Kkittjét
hasznaltam. A kitt az el6z6hoz hasonld elven miikddik, egy membransziirds csébol és
hozzéatartozd gylijtécsobdl, valamint kiilonféle tisztitdo oldatokbol, pufferfolyadékbol all.
Mivel a gélfuttatds eredményeként két minta Kiesett, igy ezt a folyamatot, mar csak 6 darab

mintan végeztem el. Elsoként feliratoztam a membransziirds csdveket és egy-egy gytijtdcsObe
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helyeztem Oket. Ezt kovetden a 45 pl PCR terméket és 90 ul NT(I) pufferfolyadékot mértem a
szlirOcsovekbe. A mintdkat 1 percig 11.000 rpm fordulatszdmon centrifugaltam, majd
kiiiritettem a gytjtécsoveket. Kovetkezének 650 ul NT3 pufferfolyadékot mértem a csovekbe,
amit ismét 1 perc centrifugalas és a gyiijtécsovek liritése kovetett. Ezutan még egy centrifugalas
2 perc hosszan, hogy az utolsé csepp pufferfolyadék is eltdvozzon a membransziirébél. Uj,
steril 1,5 ml-es eppendorf csoveket készitettem eld, feliratoztam 6ket, majd athelyzetem beléjiik
a membransziirds csoveket. Végiil 30 pul NE puffer folyadékot csepegtettem kozvetleniil a
membransziirére és szobahdmérsékleten 1 percig allni hagytam a mintakat, majd ismét 2 percig
11000 rpm fordulatszamon centrifugaltam o6ket. Ebben az utolsé 1épésben, a szlirdmatrix
feliiletén megkotddott, tisztitott PCR termék leoldasa tortént, valamint terméket tartalmazo
oldat 6sszegyljtése az uj eppendorf csdvekben.

A tisztitdsi folyamat utdn Ujabb Onvizsgdlatot tartottam, ami visszaigazolta, hogy mind a 6
tisztitott minta tartalmazza a kivant PCR terméket, igy azokon végrehajthatdo a kovetkezo,

szekvenald PCR folyamat.

3.9. Szekvenalé PCR

A szekvenald PCR-hez ugyanazt a PCR gépet hasznaltam (Eppendorf Mastercycler epgradient
PCR), de mas hoprofil és ciklus szam beallitasa mellett. A PCR-re szant mixet ugyanugy steril,
feliratozott, 0,5 ml-es eppendorf csovekbe készitettem el6 és szintén egy Mastermixet allitottam
0ssze, csak mas elemekbdl és kisebb végtérfogatra, mint az elézdekben.

A Mastermix Osszetevoi a kovetkezok voltak: 3 ul MQ water, 1 ul Big Dye (fluoreszcens
terminalis nukloeotidok, a 4 féle nukleotid eltér szinnel vilagit), 1,5 ul Big Dye puffer, 0,5 ul
8f forward primer. Ezek 0ssztérfogata 6 pl volt, ehhez jott hozzad mintankként 4 pl templat a
tisztitott PCR termékbdl, ami igy 6sszesen 10 ul végtérfogatot eredményezett a szekvenalo PCR

eljarashoz.

A szekvenald PCR soran hasznalt héprofil kovetkezd volt:

1.szakasz 96 °C - 1 perc

2. szakasz 96 °C - 10 masodperc
3. szakasz 51 °C - 5 masodperc
4. szakasz 60 °C - 4 perc

5. szakasz 4°C - 0

28



A 2-4. szakaszokbdl 4ll6 ciklus 28x ismétlodott, igy a teljes program lefutdsa nagyjabol 2 orat
vett igénybe. A szekvenilo PCR folyamat eredményként a 16S szekvencia kiilonboz6
hosszusagu fragmentjei jottek 1étre, melyek mindegyikét egy specifikusan (nukleotidnak

megfeleléen) és fluoreszcensen jeldlt terminalis nukleotid zarja le.

3.10. Kicsapatas

A szekvenalo PCR utan a szintén nemkivanatos alkotok is visszamaradnak a folyadékban, mint
példaul a puffer folyadék, a fel nem hasznalt primerek és nukleotidok. A fluoreszcensen jeldlt
szekvencia szakaszok elvalasztasara acetdt mix-el torténd kicsapatast alkalmaztam. Ehhez
eldszor is elkészitettem az acetat mixet, ami mintankként 3 pl Natrium-acetatot, 62,5 ul 95%-
os etanolt és 14,5 ul MQ water-t tartalmazott. A mintakat a PCR folyamat soran hasznalt 0,5
ml-es eppendorf csovekben hagytam. A 10 pl szekvenaldé PCR termékhez hozzaadtam az
Osszesen 80 pl térfogatnyi acetat mixet, majd 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltam a
mintdkat. Ez 1d6 alatt kell megtorténnie a szekvencia fragmentumok kicsapédsanak.
Mindekozben a temperalt centrifugat 4 Celsius fokra el6hiitéttem. Az inkubacidé utana a
mintakat 4 fokon, 30 percig, 3220 g fordulaton centrifugaltam. Ekkor kell megtorténnie a
fragmentumok letilepedésének és a csé belsé falara torténd kitapadasanak, am ez szabad
szemmel nem lathat6. Centrifugalds utan a folyadék fazist egy hatarozott mozdulattal
kiontottem, és a csovecskékbe 180 ul 70-os etanolt mértem. Ezt Gjabb centrifugalas kovette 20
perc idotartammal, majd ismét kiontdttem a folyadékfazist. Egy perc nedvszivOpapirra
helyezett, forditott helyzetii, tetd nélkiili, centrifugalassal eltavolitottam a legaprobb cseppeket
is a csovecskébdl. Végiil 20 ul Hi-Di formamide (Highly Deionized formamide, a mintak
szekvenalas eldtti reszuszpenzalasara hasznalt oldat) oldatot mértem minden egyes mintara,
majd a csovecskéket ujra lezartam 4 Celsius fokos inkubaciora hiitészekrénybe tettem. Az
inkubaciot alatt a specifikus terminalis nukleotidokkal lezart 16S fragmenteknek a csovecske

falardl leoldddnak és a folyadékban lebegve alkalmassa valnak a szekvenalasra.

3.11. Szekvenalas

A szekvenald PCR-t kovetd kicsapatassal az altalam végzett laboratoriumi eljarasok sora véget
ért. A szekvendlo PCR soran kapott és kicsapatott mintakat egy kiils6s céghez a god61161 Biomi
Kft.-hez vittiik el szekvenalasra. 6 darab mintat adtunk le szekvenalasra. Ezek a kovetkezoek

voltak:
MWGA-2; MWGA-3, MWGA-4; MWGA-5; MWGA-6; MWGA-8
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A Sanger féle szekvenalas soran a mintadban talalhat6 szekvencia darabok, méretiiktdl fiiggden
eltérd sebességgel haladnak keresztiil egy kapillaris gélben. A gél egy adott pontjan egy lézer
gerjeszti a fluoreszcens nukleotidokat. A tipusok alapjan specifikus, kiilonbdzé szinekkel
vilagito nukleotidok egy érzékeld panel eldtt haladnak el, amely a szineket dekodolva rogziti a
nukleotidok sorrendjét. Az ebbdl kapott adat, az azonos helyen kezd6do, viszont kiilonb6zo
hosszisagoknal megszakado, szekvencia szakaszok végén taldlhatdé termindlis bazisok
mindségét (adenin, citozin, guanin, timin) és sorrendjét mutatja meg. Az igy Osszealld bazis
sorrend pedig a vizsgalt baktériumok ordokitdanyaganak 16S szekvencidja, vagyis annak egy

darabja (10.kép).

10.kép A szekvenalds folyamatat bemutatd abra

nr. " 2 —

o

DNA Sample

o
Trr®

Output chromatogram
TTrrrereri e

Laser

4N -H40O0>r-4d40>0

0.

forras: AAT Bioquest

Az abra bal oldalan lathatoak az azonos primerrel (a mi esetiinkben 27f) kezd6d6, de kiilonboz6
hossztisagu fragmentek, amelyeket egy-egy specifikus, fluoreszcens, terminans nukleotid zar
le. K6zépen latszik, ahogyan az egy-egy nukleotiddal egyre hosszabb fragmentek a kapillaris
gélben egymast kovetve haladnak el a gerjeszto fényforras és az érzékeld panel elott. A az egyre
hosszabb fragmentek végén felvilland fluoreszcens nukleotid szine az adott bazis mindségét
(adenin, citozin, guanin, timin) kodolja. Igy ezeket sorba rendezve megkapjuk az adott

szekvencia bazis sorrendjét (dbra jobb széle).
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4. Eredmények

4.1. A kivalasztott baktérium telepek morfologiai leirasa

Az alabbiakban a 10° és 10* higitasifokbol késziilt 28 fokon 48 éraig inkubalt tenyészetekbdl,

tisztitasra kivalasztott telepek elsddleges morfoldgiai leirasa kovetkezik.

108 higitasi fokrol:

MWGA-1: attetsz6, kerek, fényfelé forditva enyhén barnds(-kékes) szindi, ép szEéli, 3mm
atméroju telep.

MWGA-2: sargas fehér szinll, matt, sugaras, hullamos sz¢I1{i, 2mm atmérdjii telep

MWGA-3: attetszd, fényfelé forditva barnds szinii, halvany, kerek, ép sz€lli, 2mm atmérdji
telep.

MWGA-4: attetszo, zoldes sarga, fényfelé forditva liveges, barnas sarga szinti, ép sz€éli 3mm
atmérdji telep.

MWGA-5: piszkos fehér szinii, matt, nem atlatszo, csticsos, szeldelt sz€élii 2mm atmérdji telep.

10* higitasi fokrol:

MWGA-6: zavaros fehér, fényfelé forditva barnas-rezes szinti, fényes felszinti, ép sz¢élii 4mm
atméroju telep.

MWGA-T7: attetszo, fehér szinti, sugaras, hullimos széld, 2mm atmérd;ji telep.

MWGA-8: piszkos fehér szinli, matt, virdgszirom szer(i, sugaras, hulldmos sz¢li, 2mm

atmérd;ji telep.

4.2. A szekvenalasi eredmények elokészitése

A 27f primerrel végzett szekvenalas eredményként a hat minta nagyjabol 600 bazisparig futott
el. A szekvenciakat megvizsgalva ¢és szerkesztve, szubjektiv, de konzervativ modon
eltavolitottuk a szekvenciak elején és végén talalhatd zavard, fals részeket. A visszamaradt
hasznalhat6 16S szekvencidk kis szorassal, de eltérd hossziisagtiak voltak. Az identifikaciora
hasznalhatd mindségli szakaszok hosszat, kezdetét és végét, valamint a teljes (1400-1550

bazispar) hosszusagu 16S-hez viszonyitott lefedettséget az 1.tablazat tartalmazza.
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1.tablazat A hasznalhat6 mindségli szekvencidk méretét adatait megjelenitd tdblazat

Mintajel Szekvencia kezdete Szekvencia vége Szekvencia hossza Lefedettség
MWGA-2 70 bp 689 bp 620 bp 42,30%
MWGA-3 55 bp 685 bp 631 bp 43,10%
MWGA-4 52 bp 638 bp 587 bp 40,10%
MWGA-5 55 bp 702 bp 648 bp 44,20%
MWGA-6 52 bp 638 bp 587 bp 40,10%
MWGA-8 46 bp 688 bp 643 bp 43,90%

4.3. Az eredmények értékelése

Kovetkezd 1épésként a kész szekvenciakat Osszevetettik az EZBioCloud online adatbazis
szekvencidival. A 6 darab vizsgadlt mintdbol 2-2-2 ugyanazzal az adatbdzisban 1évd
szekvenciaval mutatott egyezést, vagyis az eredmények alapjan, a véletlenszerlien izolalt

torzsekkel 3 baktériumfajt sikeriilt azonositani (2. tablazat).
2.tablazat A EZBioCloud adatbézis alapjan, a 6db mintahoz tartozo legkdzelebbi rokon torzsek

Minta neve Legkozelebbi rokon baktériumfaj/torzs Hasonlosag | Lefedettség

(%) (%)
MWGA-2 CP028271 s 99,56 46,7
MWGA-3 Intestinirhabdus alba 99,51 43,1
MWGA-4 Pseudocitrobacter vendiensis 99,15 40,1
MWGA-5 CP028271 s 99,54 442
MWGA-6 Pseudocitrobacter vendiensis 99,15 40,1
MWGA-8 Intestinirhabdus alba 100 43,9

Az MWGA-4 és MWGA-6 mintak a Pseudocitrobacter vendiensis fajjal mutattak nagy aranyq,
mindkét esetben 99,15%-0s, hasonlosagot. A jelentds szekvenciaazonossag alapjan nagy a
valdszintisége annak, hogy a két torzs valoban ehhez a fajhoz tartozik.

Az MWGA-8 szekvenciaja 100%-o0s egyezést mutatott az Intestinirhabdus alba fajjal. Vagyis
a 8-as szamu mintank esetében biztosnak mondhato, hogy az Intestinirhabdus alba fajt sikeriilt
izolalnunk. Az MWGA-3 jelli minta ugyan ezzel a fajjal mutatta a legnagyobb mértékii
egyezOséget az adatbdzisban, &m ezzel a fajjal minddssze 96,51%-o0s egyezdséget mutatott. A

legkozelebbi rokon faj egyértelmii tisztazasahoz a teljes 16S rRNS szekvenciara lenne sziikség.
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Az adatbazissal torténd Osszevetés soran tehat a fenti négy mintandl a szekvencidk mar leirt,
ismert fajokkal mutattdk a legnagyobb mértékii egyezdséget. Azonban kettd minta, az MWGA-
2 és az MWGA-5, esetében az adatok egy korabban feltoltott, de nem identifikalt szekvenciaval
mutattak nagymeértékii, 99,5%-os, egyezést Ez tehat egy még nem leirt fajhoz tartozik. A szoban
forgd minta egy koreai kutatd csoporttol szarmazik, akik CP028271 néven toltotték fel a
szekvenciat és azt a Mixta intestinalis baktériumfajjal azonositottak. Am a mi mintank ez utobbi
a fajjal csak 96,76%-0s egyezGséget mutat (3.tablazat), ami fajszerinti azonositis esetén
meglehetdsen alacsony értéknek szamit, vagyis fennall a valoszinlisége, hogy egy még le nem
irt fajjal, vagyis uj faj jeldlttel van dolgunk.

3.tdblazat Az MWGA-5 (és MWGA-2) jelti minta(k)hoz hasonl6 szekvencidju baktérium
tipustorzsek, koztiik a Mixta intestinalis valo szekvencia egyezdségét bemutato tablazat

Hasonlé térzsek neve Hasonlé térzsek mintajeld Hasonlé térzsek kédja|Hasonlésdg(%) |Kuldnbozéségi ardny |Lefedettség(%)
CP028271_s SRCM103226 CP028271 99,54|3/648 100,00
Mixta tenebrionis BIT-26(T) MK722097 97,22|18/648 96,40
Mixta intestinalis 29YB9B(T) KP326384 96,76|21/648 100,00
Pluralibacter gergoviae JCM 1234T) ABD04748 96,75|21/647 99,00
Superficieibacter electus BP-1(T) PQGDO1000069 96,45(23/648 100,00
Citrobacter farmeri CDC 2991-81(T) AF025371 96,44 (23/646 100,00
Trabulsiella odontotermitis |Eant 3-9(T) DQ453129 96,37(23/633 95,30
Citrobacter amalonaticus |CECT 863(T) FR870441 96,14 |25/648 100,00
Erwinia pyrifoliae DSM 12163(T) FN392235 96,14(25/647 100,00
Mixta theicola QC88-366(T) ABS07776 96,14 |25/647 100,00

Fontos megemliteni, hogy a koreai kutatocsapat a 2017-ben toltotte fel a CP028271-et és a
leirasban megadtak, hogy a baktériumot hozzank hasonloan lisztkukacbol izolaltak.

Mivel az MWGA-5 (¢s MWGA-2) minta, 44,2% lefedettség mellett egy feltehetden le nem irt
faj kordbban izolalt torzsével mutatott legkdzelebbi rokonsagot, ezért tovabbi vizsgalat
elvégzését tartottam sziikségesnek. A korabban mar emlitett Biomi Kft. elkészitette a két minta
teljes 16S szekvencidjanak elemzését. A szekvenalds eredményeként egyrészt az is
bebizonyosodott, hogy a két minta azonos baktériumfaj, igy a tovabbiakban egyként kezelve
6ket MWGA-5-ként hivatkozok rdjuk. Masrészt a rendelkezésre 4allo teljes 16S rRNS
szekvencia Osszevetése az online adatbazissal megbizhatobb informacioval szolgalt, mint a
részleges, ~700 bp hoszusagu, szekvencia vizsgalata. Az MWGA-5 minta teljes 16S
szekvencidja, 93,4% lefedettség mellett, valamivel nagyobb egyezdséget mutatott legkdzelebbi
rokon torzsekkel, mint amit a korabbi részleges szekvencia vizsgalatkor tapasztaltam. A koreai
kutatok altal feltoltott CP028271 jelu torzs szekvencidjaval mutatott egyezdség 99,71%-ra, a
Mixta tenebrionissal 98,25%-ra, a Mixta intestinalissal 97,15%-ra emelkedett. Ezen

eredmények alapjan mar kijelenthetd, hogy az MWGA-5 jelli torzshoz legkozelebb allo, leirt
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rokon faj a Mixta tenebrionis és nem pedig a Mixta intestinalis.

2014-ben publikaltak egy cikket, ami a DNS-DNS hibridizécios tesztek teljes 16S szekvencia
altali helyettesithetdségét vizsgalta, azzal a céllal, hogy felgyorsithatd legyen az 1j fajok
felismerésének folyamata. A szerzdk szerint a teljes 16S rRNS szekvencidk 98,65% feletti
egyezOsége esetén allithato két baktériumtorzsrol, hogy egy fajba tartoznak (Kim 2014). Ezek
alapjan megallapithato, hogy az MWGA-5 jelti baktériumtorzs nagy valdszinliséggel egy uj,
még le nem irt baktériumfajhoz tartozik. Ez valdsziniileg ugyanaz a faj, amelyet korabban a

koreai kutatok is izolaltak.

4.4. Az MWGA-5 torzs teljes 16S rRNS szekvencidja

Az MWGA-5 torzs teljes 16S rRNS szekvencidjat a MEGAS program segitségével illesztettiik

0ssze. Az 1369 bazisbol allo szekvencia:

AGCTTGCTTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGC
CCGATGGAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCTTC
GGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGA
TTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGA
GAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTG
TATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGATGAG
CCTTAATACGGTTCGTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAAC
CCGGGAACTGCATCCGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAAT
TCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGG
CGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGCTGTGAG
CTTGACTCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGA
AGACTGCAGAGATGCGGTTGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTATCCTTTGTTGCCAGCGCGTGATGGCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGA
TAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGG

34



GCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAA
GCGGACCTCACAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGT
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGG
TAGCTTAAC

4.5. Az identifikacio soran elékeriilt fajok leirasa

Az MWGA-4 és MWGA-6 mintaink a legnagyobb egyezdséget (99,15%) a Pseudocitrobacter
vendiensis  fajjal mutattak, de nagymértékli egyezOséget (98,98%) mutattak a
Pseudocitrobacter faecalis fajjal is. A Pseudocitrobacter venidiensis-t 2019-ben irtak le
(Kampfer P. 2019), ezzel a 2014-ben leirt nemzetség legfrissebb, harmadik tagja. A
Pseudocitrobaktériumok Gram-negativ, fermentald baktériumok, amelyek néhany morfologiai
tulajdonsagukban és biokémiai jellemzoikben kiilonboznek egymastol. A nemzetség minden
tagjat human egészségiigyi esetek kezelése soran izolaltak. A Pseudocitrobacter venidiensis
egy dan péciens, feltehetden nd, perindlis kenetébdl szdrmazik. A mintat 12 oraig LB taptalajon,
majd 5%-os 16 vér agaron tenyésztették. Az primér identifikacié soran nem sikeriilt sem a faj,
sem a nemzetség szintli beazonositas. Igy tovabb vizsgaltak a CPO20170097 jeléi minta 16S
rRNS génjét és az adatbazissal Gsszevetve azt talaltak, hogy P. faecalis és P. anthropi fajokkal
mutatja legnagyobb mértékli (99,2%) egyezdséget. A fillogenetikai vizsgalatok
bebizonyitottak, hogy a Pseudocitrobacter genus-ba tartozo, azon beliil azonban még le nem
irt, 0j fajrol van szo, amely a Pseudocitrobacter venidiensis sp. nov. nevet kapta. A
Pseudocitrobacter faecalis 2014-ben keriilt leirasra uj fajként, de a hozza tartozo sejtvonalak
izolalasa még 2010-ben tortént Pakisztanban, korhazban kezelt paciensek székletmintdjabol. A
mintavétel eredetileg karbapenemdz aktivitas vizsgalatanak céljaval tortént. A harom sejtvonal
mindegyike jol tenyészthetd az altalanosan hasznalt agarokon. A morfologiai vizsgalatok
alapjan eldszor Citribacter-ként azonositottak 6ket, de részletesebb vizsgalatok soran kideriilt,
hogy 1j genus-rdl €s Uj fajrdl van szd. Fontos megemliteni a sejtvonalak eredeti vizsgélatanak
eredményét, mely szerint a Pseudocitrobacter faecalis képes lebontani az igen erds szamitd
karbapenem antibiotikumokat (Kampfer 2014). Az MWGA-3 é MWGA-8 torzseket
Intestinirhabdus alba fajként hataroztuk meg. Ezt a fajt 2020-ban irtak le és egyben ez a faj az
Enterobacteriaceae csalddon beliil egy ) nemzetség elsdként leirt képviseldje. A baktériumot
milanyaggal, polisztirénnel etetett bogar larva belébdl izolaltak. A konkrét bogar faj a Zophobas
atratus, amely a lisztkukachoz hasonléan a Tenebrionidae (Gyaszbogarfélék) csaladba tartozik
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¢és a lisztkukaccal (Tenebrio molitor) sok hasonlosagot mutat. Magyar neve nincsen, de az
angolban ,,giant mealworm”, ,,6rids lisztkukacként” emlegetik. A baktérium Gramm-negativ,
fakultativ anaerob, rovid palcika alakt, terminalis flagellumokkal, amely LB taptalajon sima
sz¢Ii, kerek, fehér, konvex, 3,0-3,5mm atmérdju telepeket képzett. Novekedési képességet
mutatott 16-40 °C kozott, 4,5-10 pH értekig, 0-6% sotartatalomig. Novekedési optimuma 23
°C, 4,5-9 pH, és 0% NaCl volt. A tipustorzs rezisztens volt sztreptomicinre, de érzé¢keny volt a
kovetkezO 8 antibiotikumra: karbenicillin, ampicillin, kléramfenikol, kanamicin, tetraciklin,
spektinomicin, rifampicin, gentamicin (Xzu et al. 2020).

AZ MWGA-2 és MWGA-5 mintak tehat a koreai kutatok altal Mixta intenstinalis-ként
azonositott CP028271 szekvenciaval mutattdk a legnagyobb egyezést. Bar sajat
adatelemzésiink alapjan a mi mintank a Mixta tenebrionis-al nagyobb egyezéséget mutat, az
elsére 97,22%, az ismétléskor 98,25%, mint a Mixta intestinalis-al, els6re 96,76% az
ismétléskor 97,15%, viszont az eldbbi a fajt csak két évvel CP028271 feltdltése utan irtak le,
tehat koreai csapat még nem is azonosithatta volna M. tenebrioniskent.
A Mixta tenebrionis fajt 2019-ben irtak le Xia M. és tarsai. A baktériumfajt miianyaggal etetett
lisztkukac belébdl izolaltak. A baktérium fakultativ anaerob, Gram-negativ, palcika formaju
teljes feliiletén flagellumokkal boritott. A 16S rRNS-t kodold gén hosszusdga 1412 bp. A
baktérium zsirsav készlete is a Mixta nemzetség mas fajaihoz hasonlitott. Viszont a DNS-DNS
hibridizacio teszt soran a tipustorzs szignifikansan kiilonbozott a tobbi mar leirt fajtol. fgy aj
faj jeloltként a Mixta tenebrionis nevet kapta. Az lisztkukac bélbdl vett izolatumot hozzank
hasonlé médon LB téptalajon, 28 Celsius fokon inkubaltak és 5 nap utdn kezdték meg a random
modon kivalogatott telepek tisztitd szélesztését. A baktérium LB taptalajon 12-41 °C
hoémérsékleten, 4,5-9 pH kémhatast és 0-7,5% sétartalmu kdzegben volt képes ndvekedni. Az
optimuma 20-40 °C, 6-7,5 pH, 1-1,5% sotartalom volt.

A Mixta intestinalis fajt 2015-ben Parkash O. és tarsai irtak le el6szor, akkor még Pantoea
Intestinalis néven. Az eredetileg 29Y89BT névvel ellatott tipustdrzset egészséges embertdl
szarmaz6 fekalis mintabol izolaltak. A baktériumot tripton szdja agaron (TSA) tenyésztették,
ahol 2mm-es krémszinii telepeket képzett 24 oras, 35 °C inkubaciot kovetden. A baktérium
Gramm-negativ, nem sporaképz0, palca formaju. Képes volt toleralni akar 10%-os sotartalmat,
valamint 15-45°C-os hémérséklet tartomanyt, de optimalis ndvekedést 35 fokon 0,5% NaCl
tartalom mellett produkalt. A vizsgalt baktérium sejtek pozitiv teszteredményt adtak a katalaz,
nitrat reduktaz, cellulaz és Voges—Proskauer reakciokban, és negativ eredményt adtak az
oxiddz, uredz, zselatindz és amildz teszteken. A filogenetikai vizsgalatok alapjan az izolalt

baktérium egyértelmiien egy Pantoea faj. Mivel a 29Y89BT torzsl DNS-DNS hibridizacios
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tesztben torténd 6sszehasonlitdsa mas, mar leirt Pantoea fajokkal, alacsony értéket mutatott, és
mivel ez volt az elsd, vélhetden ebbe a nemzetségbe tartozd, humén eredetii baktérium torzs,
igy 0j fajnak jelolték, amely a Pantoea intestinalis sp. nov. nevet kapta. Késébb, 2018-ban
Palmer M. ¢és tarsaink munkdja eredményként, az Erwiniaceae csaladon beliili 4j nemzetség
elkiilonitését kovetéen kapta a Mixta nemzetség nevet. Ekkortol tehat a helyes elnevezés a

Mixta intestinalis.
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5. Kovetkeztetések

Az altalam izolalt baktériumok szekvenciainak az online adatbazissal torténd dsszevetése soran
egytol-egyig olyan fajok neve keriilt el6 a legnagyobb egyezdséget mutatd kategoridban,
amelyeket az emésztérendszerrel Osszefliggésben, két esetben lisztkukac félék
emésztorendszerével Osszefliggésben irtak le. Tehat az altalam kidolgozott modszer a
bélrendszer feltarasara megfeleld, vagyis tényleg a lisztkukacbélbdl szarmazé baktériumokat
sikertilt kitenyésztenem, azokbol izoldltam DNS-t, tehat kizarhato a tenyészetek mas forrasbol
valo befert6zodésének lehetdsége. Sikeriilt elvégeznem egy szamomra 1j ,.kornyezeti”
mintabol szarmazo baktériumkozosség kitenyésztését, tisztitasat, DNS kivonasat és végiil a 16S
rDNS alapu identifikaciora valo el6készitését. Masrészt egyértelmlien kideriilt, hogy a
lisztkukacok emésztérendszerében jelenlévo mikroba k6zosség nagyon valtozatos és még alig
feltérképezett. Mi sem mutatja ezt jobban, minthogy mar az elsé probalkozas alkalméval
legalabb egy olyan baktériumtorzset sikeriilt izolalni, amely még le nem irt taxonra utal
(MWGA-2, MWGA-5). Valamint van még egy torzs, az MWGA-3, amely csak 96,51%-0s

egyezést mutat a legkdzelebbi rokon fajjal, ami szintén akar le nem irt fajra utalhat.

A masodik korben az MWGA-2 és MWGA-5 esetében elvégzett, kibdvitett teljes 16S
szekvencia elemzése soran bebizonyosodott, hogy a két minta megegyezik, vagyis ugyanahhoz
a baktériumtorzshoz tartoznak. Kim és tarsai 2014-es cikkére as a teljes 16S szekvencia
lekdzelebbi rokonnal vald egyezdségére alapozva feltehetéen az MWGA-5 jelii torzs egy 1 faj.
A feltevés igazolasdhoz, vagy cafolasahoz az 0j fajok leirdsdhoz sziikséges 0sszes vizsgalat
elvégzése sziikséges. Ezek kozil kettd mar rendelkezésre all, a torzs teljes 16S rDNS
szekvencidja, valamint a baktérium morfologiai leirasa. Hianyzik azonban a legkdzelebbi rokon
fajjal, ez esetben a Mixta tenebrionissal Gsszevetésben elvégzett, DNS-DNS hibridizacio
eredménye. a teljes genomi DNS guanin-citozin aranyanak megallapitasa. Hianyoznak a
szubsztrat hasznositasi (API) és érzékenységi (pl. pH, hdmérséklet) tesztek, a sejtmembran
zsirsav analizis, a respiratorikus kinon analizis és a polaros lipid tartalom vizsgalat eredményei.
Tovabba az 1 faj leirdsahoz hidnyzik még a baktériumtdrzsrol késztett elektronmikroszkopos
felvétel. Mindezek megléte esetén igazolhato, hogy uj fajjal van-e dolgunk és az eredmény akar
publikalhato is.

Ha figyelembe vessziik, hogy az identifikéci6 soran eldkeriilt fajok kozott két olyan is felmeriilt,
amelyeket mlianyaggal etetett larvak belébdl irtak le és ha hozza vessziik a szakirodalombol

szarmazo azon informaciot, hogy az egyes anyagok etetés esetén mas-mas baktérium fajok
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szaporodhatnak fel az emésztérendszerben, akkor ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
lisztkukacok belében ¢é16 mikroba kozOsség és annak alkalmazkodd képessége sokféle
biologiailag lebomld, vagy akar eddig le nem bomlonak vélt hulladék hasznosithatosaganak
lehetdségét hordozza magdban. Ebbdl kifolydlag az élelmiszerpazarlasra, a biologiailag
lebonthat6 hulladékok fenntarthato kezelésére hatékony modszer lehet a jovOben a lisztkukac
¢s mas rovarok 4altali hulladék hasznositds. Ha a rovartenyésztés lehetdségeit azzal az
ellentmondasos helyzettel dsszevetve vizsgaljuk, hogy a Fold népességének 8,6%-a éhezik,
mikdzben vilagszinten az élelmiszerek €s az ¢lelmiszer alapanyagok egy harmada hulladékka
valik, akkor az lathato, hogy a rovartenyésztés mindkét oldalnak kinal megoldasi lehetoséget.
Hiszen a hulladékhasznositassal egyidejiileg értékes allati fehérjét, takarmanyt, vagy akar allati
eredetli ¢lelmiszert is termel, ami irdnt vilagszinten egyre novekvod kereslet mutatkozik. Ezzel
parhuzamosan azonban, azt is fontos szem eldtt tartani, hogy az elézdekben targyalt
baktériumfajok koziil kettd is rendelkezett antibiotikum rezisztencia képességgel, ezek koziil
az egyik egy kifejezetten erds antibiotikum csoporttal, a karbapenemmel szemben volt
ellenallo. Ebbdl kdvetkezik, hogy a rovarokkal valé munkavégzés, valamint a beldliik torténd
baktérium izoléalas, akar sulyos bakterialis fert6zés lehetdségét is magaban hordozhatja.
Tovabba az egész lisztkukac felhasznalasabol szarmaz6 takarmény komponens vagy élelmiszer
alapanyag fogyasztdsa takarmany- és élelmiszerbiztonsagi kérdéseket vethet fel. Az

alapanyagok felhasznalasa valosziniileg csak hokezelést kvetden javasolhato.
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6. Javaslatok

Sajat kutatadsomat tovabb gondolva javasolnam, a folyamat elején kiesett két minta, az MWGA-
1 és MWGA-7 esetében a DNS kivonds megismétlését és az identifikaciés munkafolyamat
ujboli elvégzését. Javasolnam az MWGA-3 torzsnél is elvégezni a teljes 16S génszakasz
szekvenalasat, hogy pontosabb kdvetkeztetést lehessen levonni annak faji hovatartozasarol. Az
MWGA-5 jelu torzs esetében az 1j faj leirds el6készitéséhez sziikséges és még hianyzo, a

kovetkeztetésekben felsorolt vizsgalatok elvégzését javasolndm.

Azoknal a mintdknal, amelyeknél a szakirodalom alapjan felmeriilt valamilyen antibiotikum
rezisztencia lehetdsége, mindenképpen sziikséges lenne a sajat torzseink ilyen jellegii
tulajdonsagainak tesztelése. Ezzel péarhuzamosan ujabb boncoldsokat és mintavételeket
végeznék, hogy minél alaposabban feltérképezhessiik a lisztkukacbélben taldlhatd bakterialis
kozosséget, az abban rejld lehetdségeket ¢és esetleges veszélyeket. Az izolalt baktériumok
megismerésére tovabbi vizsgalati iranyok kijelolése lenne sziikséges pl. in vitro bontasi,
biodegradacios tesztek, illetve ezek hatasa a bakterialis kozosségre. Az Gij preparatumokbol akar
kozosségi DNS is izolalhato lenne, hogy a komplex mikrobidlis k6zdsség egészérdl nyerjiink
informéaciokat.

Mindezek mellet javasolnam vizsgalni a szennyezett, hagyomanyos allattenyésztésben
toxikusnak tartott, hulladékokon tenyésztett rovarok felhasznalasi lehet6ségét, valamint a
rovartermékek bio allattatasban torténd felhasznalasi lehetdségeinek elemzését. Gyakorlati
szempontbol 1is érdekes lehet a bio rovartermék eldallitdas technologidjdnak és
kovetelményrendszerének kidolgozasa. Ez a téma azért tlinik kiilondsen érdekesnek, mert az
abrakfogyaszto allatoknal, bio tartasban sokszor fejtdrést okoz a megfeleld fehérjehordozo
kivalasztasa, hiszen a vilagpiacrdl szdrmazd szdja nem jOhet szamitasba. Tovabba tobb
allatfajnal, baromfiknal, de sertésnél is a rovarfogyasztés, a természetes étrend részét képezi.
Réadasul, ha a rovarlarvéakat élve kinaljuk az allatoknak, az tovabbi dkologiai igényeket elégit

ki, amely szempont a bio allattartdsban mindig nagy hangsulyt kap.
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Lisztkukacok (Tenebrio molitor) emésztérendszerének mikrobiologiai vizsgalata
Microbiological research on mealworm (Tenebrio molitor) guts
Készitette: Vajnai Zoltin Magyar Agrar és Elettudomanyi Egyetem, Akvakultira és
Kornyezetbiztonsagi Intézet, Godollo, Kornyezetgazdalkodasi agrarmérnok, MSc, 2.évfolyam

Témavezetd: Dr. Szabé Istvan egy. docens, tanszékvezetd, Magyar Agrar és Elettudoméanyi
Egyetem, Akvakultira ¢és Kornyezetbiztonsagi Intézet, Kornyezetbiztonsagi ¢és
Kornyezettoxikoldgiai Tanszék, Godollo

Diplomadolgozatomban az emberiség és az agrarium el6tt allo feladat, a ndvekvd élelmiszer
igény ¢és novekvo hulladék termelésre adhatdé egyik innovativ megoldas a rovartenyésztés
integralasaval kapcsolatos alapkutatist végeztem. Kutatdsom a rovartenyésztésben
széleskorben alkalmazott egyik fajra a lisztbogar (Tenebrio molitor) larvajara a lisztkukacra
iranyult. Célom volt, hogy baktériumokat izolaljak a lisztkukac emésztérendszerébdl és azokat
faj szinten identifikaljam, majd pedig szakirodalmi informéciot gytijtsek az identifikalt fajokrol.
Ehhez olyan mintavételi moddszert dolgoztam ki, amely segitségével a tapcsatorna

kipreparalhat6 és biztonsadggal mintazhato.

A kidolgozott modszer soran a lisztkukac tdpcsatorna kipreparalast kovetéen a teljes
emésztorendszert steril fizsd oldatban homogenizéaltam, majd a szuszpenzidbol hatérhigitast
készitettem 10° higitdsig. Ezt kovetéen lemezdntéssel LB taptalajon, 28 fokon, 48 oraig
inkubalassal torzseket izolaltam. Kovetkezo 1épésben 8 telepet kivalasztva tiszta tenyészeteket
készitettem, majd DNS-t izolaltam beldliik. Az izolalt DNS jelentlétét a mintdkban agardz
gélelektroforézissel ellendriztem, majd 27f ¢és 1492r primerekkel PCR késziilékben
amplifikaltam a mintdk 16S rDNS szakaszat. A PCR terméket megtisztitottam, majd
szekvenald PCR-rel készitettem elé a Sanger féle szekvenalasra, amit kiils6s cég (Biomi Kft.)
végzett el. A kapott szekvenciak hossza ~600bp, volt, ezeket az EZBioCloud online
adatbazisaval vetettem Ossze. A 6 darab mintdbdl négyet tudtam faji szinten identifikalni, ezeket
korabban bélrendszerbdl, vagy konkrétan lisztkukacbélbdl irtak le. Két minta esetében a
legkozelebbi rokon egy még le nem irt fajhoz tartozik. A le nem irt fajhoz tartozo 2 mintabdl,
kibdvitett, tobb primerrel megfuttatott teljes 16S rRNS szekvenalas tortént, ennek eredménye
mar megbizhatéan mutatta, hogy a legkdzelebbi rokon fajjal valé egyezdség a szakirodalom
altal meghatarozott hatar (98,85%) alatt van, vagyis feltételezhetéen egy 1j fajjal van dolgunk.

Ennek bizonyitasdhoz tovabb tesztek sziikségesek.
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