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1. Bevezetés

A vilagon az elmult 40 évben a mianyagtermelés drasztikusan ndvekedett,
megnégyszerezOdott. Napjainkban a kitermelt olaj 6%-at hasznaljak fel muanyagipari
termékekhez (Payne et al. 2019). A milianyagok népszerlisége a megmunkalhatdsagbol, a
kedvezd arbol kovetkeztethetd, melyet mind a csomagold-, mind az épitdiparban, de az
egeészségligyben €s mas, szamos teriileten alkalmaznak €s hasznalnak. Kitlind mechanikai €s
kémiai tulajdonsagaik miatt, az €let minden teriiletén egyre nagyobb mértékben hasznaljuk.
Azonban a mianyag felelotlen felhasznalasanak arnyoldalat is ismerjiik. Az emberi
nemtorédomség, illetve a miianyag hulladékok nem megfeleld, illegalis elhelyezésérdl szamos
példat olvashatunk, s6t Magyarorszagon sok esetben sajat szemiinkkel is tapasztalhatjuk. Ma
még nagyon keveset tudunk arrol, hogy a miianyag hosszutavi kornyezetterhelése milyen
kovetkezményekkel jar. 2014-ben 6sszesen 311 millié tonnat gyartottak miianyagbol. 2015-ben
a milanyagipar és a miianyagok, a vildg szén-dioxid kibocsatasanak 3,8%-4t tették ki, ami mar
onmagaban sem alacsony érték, azonban kutatok szerint ez 2050-re elérheti akar a 15%-0t is
(Téatraaljai & Pukanszky, 2020).

A mianyagok elterjedésével parhuzamosan jelent meg a mikromiianyagok kérnyezeti
eléfordulasa, amely napjainkban szintén komoly kérnyezetvédelmi kérdéseket vet fel, hiszen a
kornyezeti elemekben és a taplaléklancban is megtalalhatok ezek a szilard, mesterséges
részecskék. A kifejezés, helyteleniil ugyan, de a miianyag méretére utal, ugyanis definicio
szerint az 5 mm-nél kisebb miianyag szemcséket nevezziik mikromiianyagoknak. Ezeket az
apr6 milanyag darabokat legeldszor 1970-es években figyelték meg, tengerekben. Kutatasok
alapjan a szennyviztisztitokban és felszini vizekben, dcednokban, valamit azok partjain és a
kiilonboz6 ¢€l6lényekben is hol tobb, hol kevesebb mértékii mikromiianyag van jelen. A
kornyezetbe legnagyobb mennyiségben az egyszer hasznalatos csomagolasi anyagok
hulladékka valasaval kertilnek ki és feltételezhetd, hogy a mikromiianyagok elsédleges forrasai
ezek a termékek.

Annak ellenére, hogy szamos visszajelzés alapjan a mikroplasztikok nagy problémat
jelentenek a kornyezet és az Okoszisztéma elemeiben napjainkban, ez a tudomanyteriilet
jelentds mértékben alulkutatott. A mikromtianyagok kdrnyezeti eldfordulasanak elemzésével

kapcsolatban napjainkban is folyamatos az adatgyfijtés.



Meég ennél is kevésbé ismert, hogy a mikromtianyag feliiletek milyen kémiai és biologiai
agenseket tudnak adszorbedlni a feliiletiikon és ezen keresztiil transzportalni a kdrnyezetben. A
mikromiianyagok feliiletén kialakuld ¢életkdzosségek (plasztiszféra) egyik pionir kolonizald
kozosségei a baktériumok. Diplomadolgozatomban Magyarorszagon, a Zagyvan Kihelyezett

mikroplasztikok feliiletét kolonizald baktériumokat terveztem vizsgalni.



2. Célkituzések

A dolgozatom soran a kovetkez6 célokat szerettem volna megvaldsitani:

A Zagyvan olyan korabban kidolgozott és publikalt modszernek megfeleld n. ,,plastic
colonizerek” kihelyezése, amelyek segitségével a baktériumkdzosségek kontrollalt moédon

izolalhatok.

A mintavevé ,,plastic colonizerek” visszagyiijtése egy honap utan, 2022 jiniusaban,
majd a benniik 1évé mikromilianyagok felszinérdl baktériumok izolalasa ¢€s identifikalasa
molekularis biologiai 16S rDNS alapi moédszerekkel, az egyetem Kornyezettoxikologia

Tanszékén. Az identifikalt baktériumokkal kapcsolatos irodalmi kutatas.

A mintavételezéssel egy idoben vett mikromiianyag analitikai eredmények értékelése.



3. Szakirodalmi attekintés

3.1. A baktériumok torténete

A baktériumok a Fold minden ¢él6helyén és életterén fellelhetok. Eredetiik a ,kék
bolygd” életének korai periddusaira nyulik vissza. A legkorabbi fossziliak alapjan a korali
devonban (419.2 milli6 - 358.9 millio évvel ezel6tt) mar biztosan 1éteztek, de a kutatasok szerint
ennél joval régebb ota (kb. 1,8 milliard éve) ¢élnek a bolygdn. Tekintettel arra, hogy ilyen régota
népesitik be a Fold felszinét, illetve gyors egyedfejlodésiikre mara a legszélsdségesebb
kortilmények kozt is képesek tulélni, akklimatizalodni. Egyes fajaik megtalalhatok felszin alatti
¢s felszin feletti héforrasokban, radioaktiv anyagokban, illetve vizben és szarazfoldon egyarant.
Az evolacié kizardlag ezen baktériumsejtek adaptalddasaval johetett létre. A legtobb
baktériumtorzs jelenleg nem tenyészthetd ki laboratoriumi koriilmények kozott, ami az
emberiség szamara problémat jelenthet, hiszen igy a baktériumfajok megismerése korlatok

koz¢ szorul (Kadner, 2022).

Az emberiség torténelme soran - a tobbnyire artalmatlan, am esetenként megbetegedést
okoz6 patogén mikrobak - évezredeken keresztiil, még az orvostudomany és az antibiotikumok
megjelenése elott jelentésen befolyasoltak, nehezitették a mindennapi életet fertézo
képességiikkel. A fert6z6é betegségekért felelés mikrobak, mint a tuberkulézis (TBC), lepra és
kolera hatalmas problémat jelentettek globalis szinten iS. Az elsé palcika alak( baktériumokat
egy holland zoolégus, Anton van Leeuwenhoek pillantotta meg sajat készitésii
mikroszkopjaval, 1674-ben. A holland kiralyhoz intézett levelében megirja felfedezését. A
levélben megemliti, hogy a természetes vizbdl vett mintabol kémcsdbe tette az akkor még
ismeretlen baktériumokat. A palcika szeri képzddményeket ndvényi részmaradvanyhoz

hasonlitja, azonban megemliti, hogy viselkedésiik allatokéhoz hasonld (Leeuwenhoek, 1753).

A baktériumokat a mindennapi élet szdmos szegmensében alkalmazzuk: az
¢élelmiszeriparban ma els@sorban tejtermékek beoltasara, a gyogyszeriparban antibiotikumok
eléallitasa céljabol alkalmazunk mikrobdkat. A  kornyezetgazdalkodason belil a
szennyviztisztitdsban vessziikk hasznukat, a banyaszatban pedig meddShanyok veszélyes

termékeinek semlegesitésére (Hofstra et al. 1994, Daims et al. 2016, Cohen, 2006).



3.2. A baktériumok jellemzoi

teoria szerint ezen mikroorganizmusok alakja - mely igen valtozatos, torzsenként eltérd lehet -
meghatarozza életmodjukat, taplalkozasukat, ¢élohelyiiket. Ezek a jellegzetes bélyegek nem
valtoznak, a torzsek vagy fajok egyedi azonositdjeleként szolgal. Egy masik tedria szerint ezek
az ¢l61ények képesek testméretiiket és formajukat valtoztatni, igy hogy alkalmazkodni tudjanak
a kiils6, kornyezeti behatasokhoz. A baktériumokat fogyasztd egyeb szervezetek ugyanis csak
azokat az egyedeket tudjak elfogyasztani, melyeknek alakja és mérete pont megfeleld
szamukra, az alakvaltas tehat egyfajta védekezési lehetség lehet a predacioval szemben. Az 1.

abran azt a bakteriologiai modszert lathatjuk, mely lehetévé teszi szdmukra, hogy

megvaltoztassak alakjukat, igy nem esnek prédava.

1.4bra: A baktériumok alakvaltozasa (Forras: Young, 2007)

Mindkét feltételezés konkluzidja lényegében ugyanaz. A morfologiai alkalmazkodas és

valtozas valamilyen fontos biologiai funkcid, mely elengedhetetlen a bakterialis élet

létezéséhez (Young, 2007).
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A mikrobiolégia tudomany alak szerint harom f6 tipust kiilonboztet meg: gdmb

(coccus), palcika (bacillus), spiral (spirochaeta) (2. abra).
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2.4bra: Baktériumalakok (Forras: Vogel-Angermann, 1992& Hortobagyi, 1979)

Ezek az ¢l61ények alakjuk mellett taplalkozasuk alapjan is elkiilonithetok. Egyrészt a
hasznalt energiaforras szerint és masrészt a plasztikus anyagok forrasa alapjan. Energiaforras
szerint lehetnek fototréfok (fényfelhaszndlok), kemotrofok (redukalt vegyiileteket hasznaldk)
vagy litotréfok (szubsztratot haszndlok). A plasztikus anyagok szerint pedig autotrofok
(szervetlen anyagokbol épitenek szerves vegylileteket) vagy heterotrofok (szerves anyagokat

hasznalnak fel életben maradasukhoz) (Gyorgy, 2021).

Novekedésnek nevezziik egy baktériumtelep egyedeinek, azaz az azonos
mikroorganizmusok egyes elemeinek alkotoelemeinek megvaltozasat és térfogatgyarapodasat.
Ekkor a baktériumok kornyezetiikbdl veszik fel a taplalékot, mely anyagokat a baktérium
szervezet asszimildl. Mikor térfogatuk és kornyezetiik aranya megvaltozik, sejtosztdodassal
kezdenek szaporodni. Ez a folyamat az egyedek szamanak szaporodasat, novekedését jelenti.
A baktériumok szaporoddsa vagy direkt sejtosztddassal, vagy haranthasadassal, néha
bimbdzassal (Rhodomicrobium fajok, Ancalomicrobium fajok) torténik. Egyes baktériumok
esetén a fonalak feldarabolodéasaval (cianobaktériumoknal). A sejtosztdddsnak 6 szakasza van:
1.) a sejt novekedése, 2.) RNS mennyiségének novekedése, 3.) fokozott fehérjeszintézis, 4.) a
citoplazma és a maganyag kettéosztodasa, 5.) beflizddés, és végiil 6.) a két leanyseijt kialakulasa.
Baktériumtorzsenként a generacios id6 elég eltérd lehet. Néhany fajnal ez néhany perc

(Escherichia coli), még masoknal tobb nap (Mycobacterium leprae).



Baktériumok taptalajra valé oltasakor, meghatarozott adaptaciés id6 utdn osztddni
kezdenek. A tenyésztés ideje altalaban 18-24 6ra. EQy baktérium vagy baktériumtérzs az
egymast gyorsan kovetd osztddasok eredményeképpen szemmel lathaté baktériumtelepet kezd
el alkotni. A tenyészthet6 telepek szilard taptalajokon alakulnak ki, mely a 3. abran lathato. A
baktériumtelep egészét tenyészetnek nevezziik. Tenyészet Kialakulhat folyékony tapoldatban
is, de telepek ilyenkor nem képzddnek, a sejtek egyediil, vagy aggregalva lebegnek a
folyadékban.

2029 0% . A9
3.abra: Baktériumtelep szilard taptalajon (Készitette: King Claudia, 2022.07.19)

Folyékony tapoldatban bizonyos id0k6zonként a szaporodasi dinamikat €16 sejtszammal
hatarozzuk meg. Szaporodasuk laboratoriumi koriilmények kozott logaritmikus véltozast
mutat: Egy bizonyos mennyiségii taptalajban limitalt rendelkezésre allo tapanyag van. Amig a
tapanyag rendelkezésre all, addig exponencialis ndvekedés tapasztalhatd, amint a rendelkezésre
allo taplalék elfogy és az anyagcsere termékek elkezdenek felhalmozddni, a baktériumok
szaporodasa hanyatlasnak indul. A baktériumok szaporoddsanak szakaszai a 4. abran lathatok,
melyek a kovetkezok: lag (adaptacids szakasz), log (exponencidlis szakasz), stacioner (stagnalo

szakasz), deklinacids (pusztuldsi szakasz) (Gyorgy, 2021).
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4. abra: A baktériumok novekedési dinamikajanak fazisai (Forras: Gydrgy, 2021)

3.3. A biofilm

A baktériumok evoltcids fejlodése igen gyors volt, minél inkabb probaltak ellenallni a
kornyezeti hatasoknak, illetve adaptalodni azokhoz. Individualitas helyett egyszertibb, majd
késObb egyre bonyolultabban aggregalt format valasztottak a tuléléshez, vagyis sok esetben az
egylttélést, a szimbidzist valasztottak, ami igy a szimbidzisban €16 mikroszervezetek szamara

jelentds evolucios elényt jelentett. fgy még tovabb nétt ellenalld- és tuléloképességiik (Sachs et
al. 2011).

A természetes kornyezetben a kiilonb6z6é anyagok felszinével érintkezd mikrobidlis
¢letforma tobbnyire a biofilm. Genetikai vizsgalatok kimutattak, hogy az egy fajba tartozo
baktériumok t6bb 1épésben alakitanak biofilmet (Watnick et al. 1999), sejtkozi jelatvitellel
kommunikalnak, igy képezve nem csak egyiitt €16, de egymadssal egyiittmiikodd kozosséget
(Davies et al. 1998) is. A biofilm képzédése olyan fejlédési folyamat, amely mas bakterialis
kozosségek miikodéséhez hasonlit, mint példaul a Gram-pozitiv baktériumok (vastag
peptidoglikan-réteget tartalmaz6 sejtfallal rendelkezd baktériumok) sporaval torténd
szaporoddsa (Dunny, 1997). Természetes kdrnyezetben a biofilm szinte kivétel nélkiil egy
tobbfaji mikrobialis k6zosség, amely baktériumokat foglal magaba, amelyek céltudatosan
vandorolnak, nagy aranyban osztjadk meg genetikai anyagukat, és kiilonallo, sokszor egymastol

is fliggd okologiai niché-ket toltenek be a biofilmen beliil (Watnick et al. 2000).



A biofilm kialakulasanak kezdetekor néhany baktériumsejt letapad a hordozé feliiletre,
melyen osztodik €s extracellularis poliszacharid matrixot (EPS) kezd el termelni. Az EPS
mechanikai védelmet nytjt, tovabba segit megtapadni a tovabbiakban érkezo baktériumoknak
(Flemming, 2010). A természetes biofilm kevésbé hasonlit egy magasan fejlett organizmushoz,
inkabb egy Osszetett, erdsen differencialt, multikulturalis kozosséghez hasonlit. Kialakulasanak
kezdeti szakaszaban a baktérium eldszor megkozeliti az idegen anyag feliiletét, igy mozgasa
lelassul, a mikroorganizmus ezutan atmeneti kapcsolatot alakithat ki a feliilettel és/vagy mas
mikrobakkal, amelyek kordbban az anyaghoz kapcsoldédtak. Amikor a baktérium egy
mikrokolonia tagjaként stabil tarsulast alkot, kivalasztja él6helyét. Mikor tobb mikroba is
egymashoz csatlakozik, egy 3 dimenzios alakzat jon létre (5. abra). Idonként a biofilmhez
kapcsolodo baktériumok levalnak matrixrdl, vagyis a biofilm nem egy mozdulatlan sejthalom
(Watnick et al. 2000).

Planktoni sejt

A

Sejt csatlakozas

A J
Mikrokolonia

Levalt sejtek

5. abra: A biofilm kialakulasa (Forras: Watnick et al. 2000)

A Dbiofilm kialakulasanak vizsgalata a kornyezetben tobb, mint egy évszadara tekint
vissza (Atkinson, 1975). Az ilyen tipust biofolyamatok kutatasanak érdekeltsége az 1980-as
években ndtt meg. Sok kutatot kezdte el érdekelni a biofilmek jelenléte, nem csak a viz- és

szennyvizkezelésben, hanem a biotechnologia szamos mas teriiletén is (Adler, 1987).



3.3.1. A biofilm a szennyviztisztitasban

Okologiai szempontbol azért fontos a biofilmekben talalhatd bakteridlis kozosségek
jelenléte, mert szerepet jatszanak egyes tapanyagkorforgasi folyamatokban. Rengeteg anyagot
képesek lebontani, ezért alkalmazzak dket tobbek kozott a szennyviztisztitasban is (Stewart,
2008). A természetes vizekt6l eltéréen a szennyvizek nem rendelkeznek Ontisztitd
tulajdonsagokkal, mivel ezekben kisebb szamban fordulnak el bakteridlis kozosségek.
Biologiai, kémiai és Okologiai eszkozoket kell alkalmazni tisztitdsukkor. A baktériumok
lebontd folyamataik révén folyamatosan idegen anyagoktol probaljadk mentesiteni a
kornyezetiiket. A szennyvizek természetesen végbemend biologiai tisztitasi folyamatait oxigén
koncentracido novelésével lehet elérni, illetve el kell tavolitani a baktériumok munkéajat gatld

toxikus anyagokat €s tényezdket (Mara, 2003).

A biofilmekben lejatszodd anyagcesere kapcsolatok egyik tipikus formdja a szintrofia,
melyben a baktériumok 4ltal lebontott szubsztrat mas szervezeteknek nyujt tdpanyagot. A

szintrofian feliil lezajlodhatnak nitrifikacios és denitrifikacids folyamatok is (Stewart, 2008).

3.4. A 16S rDNS-t vizsgalat

A biofilm miikodésének megértése szempontjabdl fontos ismerniink a halozatos
rendszert alkot6 mikroszervezeteket, vagyis ahhoz, hogy megértsiikk a biofilm felépitését,
funkciojat, miikodését, tudnunk kell hogy milyen baktériumok alkotjak. A riboszoémakban
megy végbe a fehérjék szintézise, amit transzlacionak neveziink. Ezen folyamatban az rRNS és
a riboszomalis fehérjék jatszanak szerepet. A folyamat els6 1épésként az informacio
(transzkripcio soran) leforditodik mRNS- sé, ami elszallitja a szintetizalando fehérjék alapjat a
riboszomakhoz. A riboszoéman a ribonukleotidok sorrendjét a transzlacios képlet olvassa le.
Minden ilyen harmas adott aminosavnak felel meg. A riboszoma és a tRNS molekulak ezt
modszert alkalmazva allitjak el a fehérjéket (Kurland, 1960). Korabban a baktériumtorzsek
meghatarozashoz egyszerii tdptalajon torténd szaporitast alkalmaztak, de ez nem tette lehetdvé
a bonyolultabb kozosségek leirasat, tekintettel arra, hogy a mikroszervezetek nagy része nem
tenyészthetd. Napjainkban a meghatarozas legegyszeriibb modja a 16S rDNS moddszer. Azért
ezt a metodust alkalmazzuk, mert a 16S egy szemikonzerv génszakasz, ami azt jelenti, hogy a

DNS spiral 2 lanca a folyamat soran szétvalik, majd enzimek komplementer szalakat képeznek,
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igy a kapott molekulak csak félig allnak az eredeti DNS-bol (Berg et al. 2002). A bazisparok
minden baktérium esetében az elején €s a végén eltérést nem mutat, azonban a szakasz kdzepe

minden esetben egy evolicios bélyeg a baktériumot tekintve, ez a konzervalt génszakasz
(Tindall, 2010).

Ez a fajta mikrobiologiai vizsgalat egyre elterjedtebb moddszer, a legmodernebb
meghatarozdsa a baktérium kozosségek taxonomiai Osszetételének, a funkcionalis
diverzitasnak, vagy akar aktivitisuk mértékének (Claesson et al. 2010). Ez azért jo
célszekvencia, mert akar faji szinten is azonosithatunk szdmos prokariotat (Beer et al. 2013). a
16S alapt fajmeghatarozas mara sokkal pontosabb és komplexebb eredményt ad, mint a korabbi
mikrobiolégiai mdédszerek. Ennél az eljarasnal az adott génszakasznak tudjuk meg a bazis
sorrendjét, ami kortlbeliill 1500 bazispar hosszsagu, azonban egy baktériumfaj teljes

meghatarozasdhoz ma a teljes genomjanak vizsgélata, ismerete sziikséges.

A prokariotak genomja igen valtozatos de mégis elég a 16S bazisparjainak ismerete,
hogy teljes képet kapjunk a baktérium fajarol. Mivel ez rendkiviil specifikusak ezek a
szakaszok, igy a baktériumok kozott csaladon beliili eltéréseket is konnyen ki lehet mutatni,
ezért nagyon jol alkalmazhat6 eljaras identifikaciora. Az altalinosan hasznalatos értelmezés
szerint a 16S szekvencia esetében 95%-0s egyezés alapjan azonos nemzettségrol, 97-98%-0s

egyezes esetén pedig mar valdsziniileg azonos fajrol beszélhetiink (Jonhson et al. 2019).

3.5. A mikromuanyag

A mikromilanyagok megismerése eldtt fontos tudni, hogy mit neveziink miianyagnak,
milyen milanyagtipusok vannak és melyek azok, amiket a leggyakrabban alkalmazunk a
gyartastechnologiaban. A mlianyag a mesterséges polimerek kozé tartozik, azaz a természetben
nem fordul el6, emberi tevékenység soran 1étrejott anyag (Czvikovszky, 2000). A milanyagok
leginkabb fosszilis szerves anyagokbol szarmaznak, igy szénalapu, hosszu lancu vegyiiletekbdl
felépiild termékek. A vilag miianyagtermelésének leggyakrabban eléforduld milanyagféleségei
a (Cantor, 2011):

o PP- Polypropylen (Polipropilén)
o LDPE- Low density polyethylene (Kis stirliségli polietilén)
J PET- Polyethylen terephthalate (Polietilén-tereftalat)
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J PVC- Polyvinyl Chloride (Polivinil-klorid)
J PS- Polystyrene (Polisztirén)
o PLA- Polylactic acid (Politejsav)

Ezeket az anyagokat a miianyag termékeken szereplé un. egységes milanyag azonosito

kod alapjan lehetett beazonositani. A milanyag azonosité kodok a 6. abran lathatok.

i0d SRER U Gl A wmlle ww0il
D & & B & & &

PET HDPE PVC LDPE s o o
polietiléen-  nagysiiriisegii polivinil- kissiiriiségii . - . -
tereftalat polietilén klorid polietilén polipropilén  polisztirol egyéb

6. abra: Mlianyag azonosito kodok és jelentésiik (Forras: Az Europai Kozosségek Hivatalos Lapja)

A fent emlitett milanyagféleségeket kiilonb6zo polimerek épitik fel, vagyis kémiai €s
ezen keresztiil fizikai tulajdonsagaik is kiilonbozdek, ami meghatarozhatja perzisztenciajukat

is. A fent ebmutatott miianyagféleségek legfobb tulajdonsagai az alabbiak:

A polietilén egy kristalyos, hére lagyuldé anyag. Az egyik leggyakrabban hasznalt
milanyag fajta, a poliolefinek csoportjaba tartozik. Leginkabb csomagolasként hasznaljak
kiilonbozo fajtait. Leggyakoribb gyartasi formaja az LDPE és a HDPE. Az LDPE, melyet mi is
alkalmaztunk leginkabb szatyrok ¢€s folidk alapanyaga. Stirtisége 0,91-0,94 g/cm3. Az LDPE ¢és
a HDPE egyarant ujrahasznosithato.

A polipropilén (PP) vilagszerte a masodik legnagyobb mennyiségben eldallitott
milanyag, szintén a poliolefinek kozé tartozik, stirlisége 0,85-0,95 g/cm3. Hoére lagyulo anyag,
részben kristalyos. FOként a haztartdsokban haszndljuk, példaul miianyag virdgcserepeknek,
kerti batoroknak, vodroknek, de ebbdl késziilnek a fecskenddk is. Szintén Gjrahasznosithato

milanyag.

A polisztirol (PS) szintén nagy mennyiségben eldallitott. Stirisége 1,04-1,09 g/cm3,
tehat vizben sajnos elsiillyed. Hasonloan az eldz6khoz, hdére lagyuld milanyag, amorf
szerkezetli. Ebbdl az anyagbol allitjak eld az egyszer hasznalatos evOeszkozoket, tanyérokat.

CD ¢és DVD tokok késziilnek még polisztirolbol, illetve az egyszer haszndlatos borotvak.
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Habositott formaja az EPS (expandalt polisztirol), mely hungarocellként ismeretes, amit szinte

minden szallitas alkalmaval hasznalunk. Habositatlan valtozata Gjrahasznosithatd (http2).

A mikromiianyag vagy mas néven mikroplasztik a barmilyen, pl. a fent bemutatott
milanyagféleségekbdl szarmaztathatd, 5 mm-nél kisebb milanyagrészecskék elnevezése. Ezek
az anyagok polimerek ¢és azok adalékanyagaibdl tevodik Ossze. A mikromianyagokat
jellemzéen két csoportba sorolhatjuk, az elsddleges és masodlagos mikromiianyagok
csoportjaba. Az elsddleges mikromiianyagok a mar eleve kisméretlire tervezett és gyartott
milanyagok, amelyek tobb termékben pl. kozmetikumokban fellelhetok. A masodlagos
mikromlianyagok pedig a mar emlitett nagyobb méretli milanyag hulladékok szétesésekor,
mallasakor, bomlasakor keletkeznek (Bordods et al., 2016). Leginkabb fizikai vagy kémiai
hatasok altal aprozodhatnak, de eléfordul biologiai aprozdodas is. Az elsédleges és masodlagos

mikromiianyagok veszélye a kornyezetre a 7. abran lathato.

Elsddleges mikromianvagok kialakulasa

® & o

Miianyag pellet Csiszolishol 3D nyomtato  Kozmetikai
3 szara[ﬁlzn por por izerel;

Masudlagus mikr 0muanyaguk klalakulasa

Makro—
muan.vagn

Emisszio Textllek

Kizlekedésbdl Textilrostok
( szarmazo por J ( )

¥ ¥

(_ Véletlenszeri és iizemszerii hulladék )

-

o O

BTSSR

- -

L Viztest L I

7. abra: Az elsédleges és masodlagos milanyagok eredete, veszélyiik a kornyezetbe juttatva (Forras: httpl.)

Az els6 mikromilanyag részecskékkel kapcsolatos kutatdsokat az 1970-es években

tették. Ma mar tudjuk, hogy eléfordulasuk egyre nagyobb mértékii a természetes kornyezetben,
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mikromiianyagokat szamos ¢él6 szervezetben kimutattdk mar, a meleg- és hidegvériiek
szervezetében egyarant kozvetett vagy kozvetlen mdédon. A miianyagok gyartasa vegyi anyagok
felhasznalasaval torténik, igy felszivodasuk az allatok szervezetében toxicitast okozhat. A
tengerekben €16 allatok a mikromiianyagokat életfolyamataik soran lenyelik. Ezeket az
allatokat ételként elfogyasztva az emberek is kitettek a mikroplasztik szennyezésnek (Smith et
al. 2018). A mianyag, vizi allatokra gyakorolt hatasa mellett nem elhanyagolhato kérdéskor a
szarazfoldi allatpopulaciok kitettsége sem. Még a vizben €10 szervezetekben a mikroplasztik és
a milanyag toxikus anyagai konnyen akkumulalodnak, addig a talajlako allatokban kevésbé.
Egy tanulmany szerint a tragyagilisztaban (Eisena fetida) nem mutathatd ki milanyag
felhalmozodas (Wang et al. 2019). Egy masik kutatas egerek tapcsatornijaban vizsgélta a
metabolikus toxicitasra gyakorolt lehetséges hatasait. Az egerek, mint emlésok jol modellezik
amlianyagok emberi szervezetre gyakorolt negativ hatasait. Az kapott adatok arra utalnak, hogy
a mikro- és nanomtianyagok felhalmozodasa az emlésok és az emberi szovetekben valosziniileg
negativ, de tisztazatlan hossza tava kovetkezményekkel jarhat (Yong et al. 2020). Kiilonb6z6
kisérletek varhatok a mikromtianyagok, szaporitoé rendszerben okozott problémairol is, ugyanis
vélhetéen van ilyen negativ hatasuk. Ezeket a kisérleteket emlds szervezeten, egereken és

patkanyokon fogjak elvégezni (D’ Angelo et al. 2021).

Tobb emberi szovet €rintettsége is bizonyitott mar. Az elsé kutatast, mely placentdban
valé mikromiianyag jelenlétet mutatott Ragusa és munkatarsai végezték el. Az eredmények
szerint a legtobb varandos né szervezete miianyagok altal érintett (Ragusa et al. 2021). Amato-
Lourenco ¢s munkatarsai bar nem bizonyitottak a mikromiianyagok negativ hatasait, kimutattak
az altaluk vizsgalt 20 tiidobol 13-ban valamiféle miianyagot. Ezek foként polipropilén és
polietilén darabok voltak. Tehat belégzés 1utjan is keriilhetnek az emberi testbe
mikormiianyagok (Amato-Lourenco et al. 2021). Cirrdzisos betegek majaban, 11 esetbdl
mindben talaltak mikromiianyagokat. Azon paciensek majaban, akik nem Szenvedtek
cirrozisban nem taldltak miianyagszennyezést. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a cirr6zisos
megbetegedésekben kozrejatszik a mikromiianyag bioakkumulacidja az emberi szervezetben.

Természetesen tovabbi vizsgalatok sziikségesek (Horvatits et al. 2020).

A természetes vizekben jelentik az egyik legnagyobb problémat, ahol az iiledékben és a
vizben lebegve egyarant megtalalhatok. Részben az emberi tevékenység és a hasznalati

targyaink felaprozodasa miatt keriiltek ki a kornyezetbe (Bordos et al. 2016).
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4. Anyagok és modszerek

Diplomadolgozatom témajaként nem kizardlag természetes vizekben kialakuld
mikroplasztik kolonizdld6 mikrobakozosségek vizsgalata volt a célom, hanem annak
megallapitasa, hogy a szennyviztisztitokbol szdrmazo tisztitott szennyviz milyen hatéssal

vannak a bakterialis biofilm kialakulasara.

4.1. A . .Plastic colonizer” modszer

A miianyagfeliileteket koloniz4lo baktériumok izoldldsahoz dolgozatomban az Un.
»plastic colonizer” modszert alkalmaztam. A moddszer hasznélatat témavezetom, Dr. Szabd
Istvan és munkatarsainak 2021-es publikacidja alapjan hajtottam végre, azonban a kiindulasi
(publikalt) moddszert a felszini folyoviz valtozékonysaga okan modositottam , sajat céljaimnak
megfeleléen. A modszer 1ényege egy kereskedelemben is kaphat6d rozsdamentes acél teafilter,
amelyet kb. 5 g mikromiianyaggal toltéttem fel (<5mm) talalhatok (8. abra). A korabbi
kisérletben az alabbi képen lathato, az én vizsgalatommal megegyezd eszkdzoket helyezték ki
egy hazai t6 vizfelszine ald, ahonnan igy miianyag kolonizald biofilm alkot6é baktériumokat

gyljtottek.

8. abra: A , plastic colonizer” nyitott és zart allapotban (Forras: Szabo et al. 2021)
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4.2. A mintavételi helyszinek bemutatasa

Az altalam valasztott vizsgalati teriilet helyszine Hatvan, mely Heves megyében

talalhato. Itt az Eurofins Analytical Services Hungary Kft.-vel (korabban Wessling Hungary

Kft.) egyilittmiikodve a Zagyva folyd partjan talalhaté szennyviztisztitdo befolyasi pontjainak

vizmindségi paramétereit vizsgaltuk. A hatvani mintapontok a 9. abran lathatok.
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9. abra: Hatvani mintapontok térképe
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A plastic colonizereket, 2022. majus 22-én helyeztiik ki, a térképen feltiintetett

helyszineken.
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4.3. A kihelyezés és begyiijtés menete

6 féle kiilonboz6 mikromiianyag kertilt (PP, LDPE, PET, PVC, PS, PLA) 6 kiilonallo
plastic colonizerbe, melyeket rozsdamentes drottal kapcesoltuk 6ssze. Ezeket egy atlagos méretii
zsalukore rogzitettiik, hogy a folyd sodrasa ne szallitsa el az eszkdzoket. A zsalukoveket
szennyviz kidmlési pontjahoz, illetve a folyasirany szerint felette és alatta 100-100 méterrel

helyeztiik ki a, a meder aljara. A hatvani szennyviztisztité a 10. abran lathato.

10.4bra: Hatvani szennyviztisztito telep (Forras: Google Maps)

A kihelyezési pontok elnevezése ennek megfelelden a kdvetkezd: tisztitott szennyviz
(HVT), tisztitott szennyviz alatt (HVA), tisztitott szennyviz felett (HVF). A késObbi vizsgélatok
soran ezeket a jeleket alkalmaztuk a Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem, Akvakultiira
¢s Kornyezetbiztonsdgi Intézetében, a Kornyezettoxikologiai laboratoriumban, ahol

feldolgoztam ezeket a mintakat, és ugyanigy az analitikai laboratérium mintainak esetében.

A mintavételi eszkozoket egy honapig hagytuk kint a helyszinen, majd 2022. jinius 22-
én begylijtottik 6ket. A helyszinre elkezdtiik a zsalukovekrél egyesével leakasztani az

Osszeflizott mintavevoket. A begytijtést abrazolja a 11. abra.
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11. abra: A , plastic colonizer”-ek begytijtése (Forras: King Claudia, 2022.06.22.)

Miutan kiemeltiik a vizb6l a ,,plastic colonizer’-eket, nagyméretii elézetesen sterilezett
befGttesiivegbe helyeztilk Oket, mely azzal a vizzel volt megtdltve, melyet kiemeltiink
ugyanarr6l a helyszinr6l, ahonnan a mintavevéket is. A folyamatot maszkban és nitriles
gumikesztyliben végeztiik, folyamatos fertétlenités mellett. A befottes iivegekbe athelyezett a

zsalukdvekrdl levalasztott mintavevOk a 12. 4bran lathatok.

12. abra: A vizminta és teatojas a befGttesiivegben (Forras: King Claudia, 2022.06.22)

Mind a harom helyszinrdl begyiijtottilk a colonizereket, majd hiitétaskaban, egy 6ran

beliil a laboratdriumba szallitottuk dket, ahol tovabbi vizsgalatokat végeztiink rajtuk.
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Ugyanezen a napon az analitikai laboratorium is mintakat vett a helyszinen. Szintén a
miénkkel megegyez6 szennyviz kivezetési pontjaban, illetve az e feletti és az alatti pontokban
vettek vizmintdkat. A késObbiekben a laboratériumban a mikromiianyagok mennyiségét
vizsgaltak a begytijtott mintak mindegyikében. Ezeket az adatokat az késdbbiekben részletesen

bemutatom.

4.4. A mintak laboratoériumi feldolgozasa

A begytijtott plastic colonizereket, egy oran beliil, steril koriilmények kozott a
laboratoriumba széllitottam, ahol késébb feldolgoztam oket. A laboratoriumban a
mikromilanyagokat egyesével eltavolitottam a minavevokbol, amelyeket egyenként nyitottam
Ki. A felnyitott mintavevokbdl és a miianyag részecskéket steril spatulaval egy elore sterilezett
rozsdamentes acél szlir6be helyeztem at, majd sterilezett fiziologiai sooldattal mostam le, hogy
eltavolitsam az iszap szemcséket de megoérizzem a mianyaghoz kapcsolodo biofilm épségét. A
letisztitott milanyagdarabokat egy Erlenmeyer-lombikba tettem at, mely 90 ml steril desztillalt
viz, 30 g tiveggyongy, 13,5 ul Tween 80-at tartalmazott. Ez kévetéen szobahémérsékleten
inkubaltam a lombikokat. Razogépen 170 fordulat/perc sebességgel, 1 oran at razattam a
lombikokat, hogy Kkinyerjem a miianyag feliiletekre tapadt mikrobialis biofilmet. Minden

lombikot egyedi azonositoval lattam el, a 1. tdblazat szerint.
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MATE-AKI labor Valtozok
jele Datum és jele Miianyag és jele
HVF =R -P
(Hatvani LDPE -L
szennyviztelep PVC -VC
befolyé feletti 2022.06.22 PS =
Zagyva szakasz) PLA LA
PET -ET
PP -P
HVT LDPE -L
Hatvani PVC -VC
szegmyviztelep Ao P ps -S
befolyo ag) PLA -LA
PET -ET
PP -P
(Hatvani LoPE[ L
szennyviztelep 2022.06.22 PF\,/SC '\_/SC
befoly6 alatti
Zagyva szakasz) PLA LA
PET | -ET

1. tablazat: Teatojasokban talalhatd milanyagok kodjai a mikromtianyagok anyagainak megfelelden.

Razatas utan 90 ml szuszpenzidt kaptam. Ezutan higitasi sort készitettem, minden
mintabol 102-10° higitasi fokig, 3 parhuzamosban. A munkafolyamatot steril eszkozokkel
végeztem el, a baktériumtelepeket kémcsovekben taldlhatd, elore sterilezett R2A folyékony

taptalajba oltottam. Az R2A taptalaj 6sszetétele a kovetkezo:

. protedz pepton, 0,05%

. kazaminosavak, 0,05%

° ¢leszto kivonat, 0,05%

° dextréoz, 0,05%

° oldhat6 keményitd, 0,05%
° dikalium-foszfat, 0,03%

o magnézium-szulfat, 0,005%

. natrium-piruvat, 0,03%
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4.5, Baktérium tenyésztés

A petricsészéket feliratoztam, majd minden mintabol 3 parhuzamost alkotva, 102-10°
higitasig 1 ml folyékony téaptalajban felszaporitott baktérium szuszpenziot pipettaztam a
petricsészében talalhato szilard (agarral kiegészitett) R2A taptalajra. 24-48 oraig 28°C-0S
termosztatban inkubalddtak. A szélesztési munkafolyamat a 13.4bran lathat6. Ezen id6 alatt a
baktériumok felszaporodtak. Erre a 1épésre azért volt sziikséges, mert a mintdban sok
mikroszervezet van, aminek az elkiilonitésének egyik lehetséges modszere a lemezontés

higitassal.

13.4bra: Petricsészék beoltaSa (Forras: King Claudia, 2022.06.24)

Szilard téaptalajra azért van sziikkség egy baktérium tenyésztésnél, mert mig a
baktériumok osztdodnak, azon egységnyi 1d0 alatt felhaszndljdk az agarban 1évo,
rendelkezésiikre allo tapanyagokat. Tulajdonsagai koz¢ tartozik, hogy az agaros taptalaj 98°C-
on folyékony, 40-42°C-on mar dermedt. Petricsészére (lemezre) lehet Onteni folyékony
allapotban, mely késObb megszilardul, ezen feliil kémcsdben ferde agart is lehet késziteni az

izolalt torzsek atoltasahoz, fenntartasahoz.
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A taptalajon kin6tt baktériumtelepek valtozé mennyiségben és mindségben voltak jelen
a lemezeken. Itt még mindig kozosségi baktériumtenyészetrél van szo, vagyis a mintaban
jelenlévo baktérium torzsek koziil tobb is megtalalhatd egy lemezen. Sziikség volt a kinott
telepekrol elsddleges morfologiai leirasokat feljegyezni, hogy el lehessen kiiloniteni az adott
baktériumtelepeket. A folyamat mintavételi helyenként és miianyag tipusonként koriilbeliil
nyolc - nyolc baktériumtelep levalogatasat jelentette a k6zdsségi petricsészénkrdl. Ezutan a
kivalasztott telepekbdl tisztitd szélesztéssel izolalt torzstenyészeteket valogattam le. Tovabb
oltottam a kapott torzstenyészeteket kovetkezd R2A agaros petricsészékbe €s ezt még egyszer
megismételtem. A baktériumtelepek levételének folyamata €s szélesztése a 14. és a 15.4bran

lathato.

14.4bra: 1. A kémcs0 nyitasa €s leégetése, 2. Mintavétel kaccsal, 3. A kémcso szdjanak leégetése €s 4. lezaras

(Forras:http3)

telepek
b
15.4bra: A leoltés iranyat nyil jelzi. 1. leoltas az eredeti baktériumtenyészetbdl. A tovabbi 1épések kozott a

kacsot leégetjiik. 2. és 3. a kacs egyre kevesebb baktériumot vesz fel a szélesztésbdl. b: a leoltas megfelelden

izolalt telepeket eredményez (Forras:http3)

R2A agarbél minden baktériumtorzs részére feliratozott, sterilezett kémcsovekbe ferde

agart ontottem, melyet beoltottam az adott baktériummal. Ennek egy részét 4°C-os hiitdbe
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tettem, masik részét pedig elkiildtem tovabbi molekuldris torzsazonositasi vizsgalatokra a

Biomi Kft. részére. A ferde agarra oltott baktériumtelepek a 16.abran lathatok.

S » AN |
16.abra: Ferde agaron kindtt baktériumtelepek

4.6. A DNS szekvenalassal végezett torzsazonositas

Baktériumok esetében a 16S rRNS gén szekvenalas alapjan végeztem el ezeket a
vizsgalatokat. Ez egy olyan biokémiai modszer, melyet a DNS-ben talalhat6 dedikalt nukleotid-
bazisok (adenin, guanin, timin, citozin) sorrendjének meghatdrozasara alkalmaznak. A
szekvencia hatdroz meg minden €10 sejtet, mely orokletes informacidval rendelkezik. A vizsgalt

riboszomalis RNS szakasz a baktériumfajokra jellemz6 informaciot tartalmaz.

A szekvenalas munkafézisait a Biomi Kft. végezte el, az altalam izolaltizolalt baktérium
torzs mindegyikén, ezt kovetéen a nyers szekvencia adatokbol én végezem a faji szintli

meghatarozast nyilvanos digitalis adattbazisok segitségével.
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4.7. A baktériumtorzsek hosszutava tarolasa -80°C-on

A tisztitd szélesztések utan 0sszesen 65 db tiszta baktériumtorzset sikeriilt levalogatni a
kifolyasi pontbol HVT, a kifolyasi pont alatt (HVA) és a kifolyasi pont felett (HVF) nyert

mintakbol a kiilonboz6 mianyagféleségek feliiletérdl.

A baktériumok novekedésiiknél ¢€s szaporodasuknal fogva felemésztik a
rendelkezésiikre all6 tapanyagot, ami a szilard taptalajban talalhat. Minél tobbet oltok at roluk
¢s minél tobbet vannak szobahdmérsékleten, anndl nagyobb a befert6zodés kockazata. Ha
hasznalni szeretném az adott torzstenyészetet, tartsan kell tarolni azokat. En ehhez a
kriofagyasztas modszerét valasztottam. A folyamat els6 1épéséhez a telepeket steril
szélesztOkacs segitségével levalasztottam a taptalajrol, majd R2A tapoldatba (5 ml) helyeztem,
ezt Osszerazattam, hogy egy homogén szuszpenzidt kapjak. Az Erlenmeyer-lombikokban
talalhaté R2A tapoldatok (50 ml) a 16. abran lathatok.

17.ébra:Folyékony R2A taptalaj, lombikokban (Forras: King Claudia, 2022.07.21)

Ezutan az Gsszevortexelt elegybdl 5 ml-t pipettaval kivettem és egy 15 ml-es Falcon-
csObe helyeztem. A csoveket a horizontalis razogépre erdsitve, vizszintesen felhelyeztem, majd

48 oraig razattam.

48 ora elteltével eldkészitettem a kriocsoveket, feliratoztam 6ket, majd mindegyikbe

egyesével belepipettaztam 700 pl, 30%-0s glicerolt, majd mindegyik mintabdl az azonos kodu
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kriocsObe pipettaztam szintén 700 pl-t. Nagyon dvatos kézzel torténd 0sszerdzas utan egy orat

hagytam allni szobahdmérsékleten, majd az izolatum mintak -80°C-os mélyhiitébe keriiltek.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. A baktériumtorzsek izolalasanak eredménvyei

Mint azt fent emlitettem a mikrobatorzsek feltarasa soran 65 baktériumfajt sikeriilt

identifikalni. Az szekvencidkat a MEGAI11 program segitségével alakitottam at azonosithatod

(fasta) formatumba, és a szekvenciak nem jo1 atirodott elejét és végét levagtam. {gy koriilbeliil

600-700 tiszta bazispart kaptam, ami az identifikaciora elegendd volt. Az igy kialakitott 16S

szekvenciakat a www.ezbiocloud.net adatbazis segitségével azonositottam be faj szinten. A

végeredményiil kapott 65 baktériumtorzs mintakodjai a 2. tablazatban lathatok.

Minta| A minta [Mintavétel| Minta A minta Mintavétel | Minta A minta Mintavétel
szama | megnevezése | helyszine | szdma | megnevezése | helyszine | szdma | megnevezése | helyszine
1 HVAPS1 23 HVTPET1 46 HVFPET1
2 HVAPS3 24 HVTPET?2 47 HVFPET?2
3 HVAPS6 25 HVTPETS 48 HVFPETS3
4 HVAPSS8 26 HVTPET6 49 HVFPL2
5 HVAPP1 27 HVTPS1 50 HVFPL3
6 HVAPP3 28 HVTPS2 51 HVFPL4
7 HVAPP5 29 HVTPS3 52 HVFPL5
8 HVAPP7 30 HVTPS4 53 HVFPP1
9 HVAPVC1 . 31 HVTPVC1 . 54 HVFPP2 .y
Tisztitott Tisztitott Tisztitott
10 HVAPVC3 szennyviz- 32 HVTPVC2 szennyviz- 55 HVFPP4 szennyviz-
11 | HVAPVC4 | kivezetés 33 HVTPVC3 | kivezetés 56 HVFPP8 kivezetés
12 | HvApvcs | 3t T34 [ pyTpps | Ponddban ey Epycs | Telett
13 HVAPL1 35 HVTPP6 58 HVFPVC6
14 HVAPL?2 36 HVTPP7 59 HFVPVCS8
15 HVAPL3 37 HVTPP11 60 HVFPVC9
16 HVAPET1 38 HVTPL4 61 HVFPS2
17 HVAPET?2 39 HVTPL5 62 HVFPS3
18 HVAPET3 40 HVTPLS 63 HVFPS4
19 HVAPLA2 41 HVTPLY 64 HVFPLAl
20 HVAPLAS 42 HVTPLA1L 65 HVFPLAS
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http://www.ezbiocloud.net/

21 HVAPLAG 43 HVTPLA3
22 HVAPLA7 44 HVTPLA4
45 HVTPLAG

2. tablazat: Az izolalt baktériumtdrzsek mintakodjai

16S szekvencia esetében 95%-0s egyezés esetében azonos nemzettségrol, 98,6%-0s
egyezes esetében mar azonos fajrél beszélhetiink (Johnson, 2019). Az izolalas soran az aldbbi

tényezOket néztem:

1.) az adatbazis szerint szdzalékosan mekkora a hasonlosag az altalam azonositott
baktériumfajok és az Ezbiocloud adatbazisaban talalhat6 baktériumfajok kozott a
16S riboszoémalis RNS szekvencia alapjan,

2.) az adatbazis szerint melyik az altalam azonositott baktériumhoz legkdzelebb allo
taxon, illetve mikor és milyen kornyezetben izolaltak,

3.) ezen feliil irodalmi adatbazisokban kerestem utana, hogy miianyagfeliileten
korabban izolaltak-e, illetve, hogy

4.) bizonyitottan fert6zést vagy megbetegedést 0koz-e ndvényi vagy allati, akar emberi
szervezetben, vagy

5.) valamilyen szerves anyag lebonto tulajdonsaggal rendelkezik-e?

Az eredményiil kapott, identifikalt és izolalt baktériumfajok kozott vegyesen fordultak
elé az imént elsorolt tulajdonsaggal rendelkezd mikrobak. 5 esetben a szekvenalas sajnos
sikertelen volt. 12 esetben az adatbazissal vald Osszeegyeztetés alapjan olyan baktériumokat

kaptam, melyek csak koddal voltak ellatva, faji szintli azonositas még nem sziiletett roluk.

A 65 minta szekvencidjanak tulajdonsagai a 3., 4., illetve 5. tablazatban lathatok. 65
baktériumbdl 49 esetben 98,6 %-os hasonldsag feletti a 16S rRNS gén azonossaga ismert
taxonnal, vagyis nagy valoszinliséggel ugyanazon vagy ahhoz nagyon kozeli fajt tenyésztettem
ki. Azok a baktériumok, amik 98,6 %-nal kisebb egyezést mutatnak, zolddel vannak jeldlve a
tablazatban. Ezek lehetséges, hogy eddig le nem irt baktériumfajok képviseldi, (foként a 98%
egyezOség alatti torzsek). 10 mintakdd esetében taldltunk patogén vagy fertdzést okozd
baktériumokat, melyek lehetnek egyarant emberi és allati vagy novényi egészségre
veszélyesek, ezeket pirossal jeloltem. 2 esetben potencidlisan veszélyt jelentd fajokrol van szo,

ezek az adott oszlopban sargaval vannak jelolve, a pirostol eltéréen, ugyanis ezek potencialisan
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jelentenek veszélyt. 14 esetben olyan baktériumokat identifikdltam, melyek bizonyitottan
rendelkeznek valamilyen lebontd hatassal, ezeket pirossal jeloltem a tablazatban, az erre
vonatkoz6 oszlopban. 6 esetben pedig valoszinisithetd, hogy lebontd tulajdonsdgokkal

rendelkeznek, ezeket sargaval jeldltem a lebontd tulajdonsaggal rendelkezé oszlopban.

Taxondmiailag legkdzelebb allo rokonuk ad erre kovetkeztetést.
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Szennyviztisztito kiomlési pontja alatt vett mintak

Minta | Hasonlésdg | Legkizelebbi Izolala,s Fertdzést okoz vagy l:ebont,o ,
kédja (%) taxon hglye_ és patogén tula]donsaggal Forrds
ideje rendelkezik
HVAP La
99,47 Bosea eneae 2003 Korhazi vizhalozat Nem | Scola et
ET1
al. 2003
HEV_I'_AéP Sikertelen szekvendlds
HVAP Roseomonas R Jiang et
ET3 100 lacus 2006 Tavi iiledék Nem Nem al. 2006
C Achenb
HVAP L ggas | Peomloromon | 50y aboratorium! | Nem ach et
g orutmenye. 0Z aI. 2001
- Luquin
HVAP 100 M.yCO“CIbaCte 1993 Emberi kopet Nem et al.
L2 rium brumae
1993
Staphylococc F.P.
H\Q‘P 100 us 1909 Emberi bér Nem | Gorham
epidermidis , 1909
HVAP Simplicispira : , Shi et
L5 98,85 lacusdiani 2019 Edesviz Nem al. 2019
. Junwei
HVAP 98,11 QFtOWIa. 2014 Szennyviziszap Nem | Nem et al.
S3 beijingensis
2014
Methyloversat Smalley
H\S/SAP 99,83 ilis 2015 T6 Nem et al.
discipulorum 2015
Hydrogenoph
HVAP 100 aga 1978 Szennyviz Nem
VC1
pseudoflava
HVAP Simplicispira - , Shi et
VC3 98,3 lacusdiani 2019 Edesviz Nem Nem al. 2019
Hydrogenoph Lalucat
HVAP 99,19 aga 1982 Talaj Nem | Nem et al.
VC4 97
taeniospiralis 1982
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HVAP

Hydrogenoph

100 aga 1978 Szennyviz
Ves pseudoflava
HVAP La
99,49 Bosea eneae 2003 Korhazi vizhdlozat Nem | Scola et
LA2
al. 2003
HVAP Pseudomonas g Timsy et
LA6 99,67 campi 2021 Gyep talajabol Nem al. 2021
HVAP Simplicispira : , Shi et
LA7 98,12 lacusdiani 2019 Edesviz Nem Nem al. 2019
De
H\P/?P 100 Bosea lupini 2012 Hiivelyes novénykultura| Nem | Nem '\éltegfr
2012
i Junwei
HVAP 98,19 QFtOWIa. 2014 Szennyviziszap Nem | Nem et al.
P7 beijingensis
2014
Diapahoroba
H\P/?P 98,23 cter 2002 Eleveniszap Nem
nitroreducens
Peribacillus Kuisine
HVAP 100 butanolivoran 2008 Talaj Nem et al.
P5
S 2008
H\S/?P Sikertelen szekvenalas
Achenb
HVAP Dechloromon Laboratoriumi
S6 2l as agitata 2001 sriimenyek kozt Nem ach et
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Szennyviztisztito kiomlési pontjaban vett mintdik

. . . . . i , Fertozést Lebonto
';:I‘;;:[j Hasc()(;ol)osag Leg g’)fgéebbl lealﬁje’.':ly €€ | okoz vagy | tulajdonsdggal Forrds
J J patogeén rendelkezik
HVTP : i
ETS Sikertelen szekvenalas
HVTP Micrococcus
ET6 99,81 luteus o Nem Nem
HVTP Micrococcus , Wieser et al.
L9 99,8 luteus 1978 fal]l‘gtergzny, Nem Nem 2002
HVTP Micrococcus
LA1 9.8 luteus Nem Nem
HVTP : i
LA3 Sikertelen szekvendalas
HVTP | ggog | SImplicispira | on19 | pociz | Nem Nem Shi et al. 2019
P4 lacusdiani
Gordonia .
HVTP . Szennyviz Lehetséges, Kdmpfer et al.
P6 100 phoszfr]]cs)rlvor 2013 bioreaktor Nem rokondt tekintve 2013
. Lehetsége
HVTP 98,1 Massilia 2006 Ivoviz s, rokonat Nem Gallego et al.
P11 aurea . 2006
tekintve
HVTP Brucella Ipari Mostafa et al.
S1 100 pituitosa 2020 kornyezet Nem 2022
HVTP Ottowia Szennyvizisz Junwei et al.
S2 i beijingensis 2014 ap Nem Nem 2014
HVTP Tessaracoccu Tengeri Lee&L ee,
s3 948 | rlavescens | 2908 | itedek Nem Nem 2008
. Kozépkori .
HVTP Micrococcus , Wieser et al.
sS4 99,58 luteus 1978 falfestme”ny, Nem 2002
levego
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HVTP | gg67 | Simplicispira | o019 | £iecuiz Nem Nem Shi et al. 2019
VC1 lacusdiani
Gordonia
HVTP . Szennyviz Lehetséges, | Kampfer et al.
VC2 100 phosr;frl]zrlvor 2013 bioreaktor Nem rokonat tekintve 2013
Laboratoriu
HVTP Dechloromon mi Achenbach et
ET1 | 9900 | asagitata | 2% | keriimenyek | NE™ al. 2001
kozt
Gordonia .
HVTP . Szennyviz Lehetséges, | Kampfer et al.
ET2 99,69 phos;;r;csmvor 2013 bioreaktor Nem rokonat tekintve 2013
HVTP Hydrogenoph Hidrogénnel Willems et al.
L4 99,54 aga palleronii 1970 dusitott viz Nem Nem 1990
HVTP Paracoccus Lyu et al.
L5 99,34 xiamenensis 2020 Tenger Nem Nem 2020
HVTP Paracoccus . Funke et al.
L8 99,54 yeei 2004 | Emberi vér - Nem 2004
HVTP Janibacter .
LA4 98,75 alkaliphilus 2012 Korall Nem Nem Li etal. 2012
HVTP Ottowia Szennyvizisz Huys et al.
LAG6 98,12 beijingensis 2014 ap Nem Nem 2010
HVTP 98.13 Aquabacteriu 1999 Ivévis Nem Nem Kalmbach et
P7 m commune al. 1999
HVTP Alicycliphilus , Mechichi et
VC3 98,15 denitrificans 2003 | Szenmyviz Nem al. 2003
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Szennyviztisztito kiomlési pontja felett vett mintak

Minta | Hasonlosdg | Legkdzelebbi | Izoldlds helye és Fertdzést okoz ll::;bont,o / Forrd
kodja (%) taxon ideje vagy patogén tulajaonsagga orras
rendelkezik
HVE Flavobacteriu ) Kim et
98,52 m 2014 | Edesviz Nem Nem al.
PS3
gyeongananse 2014
. Funke
F',*\YC'Z 100 Paraggiccus 2004 E”v‘?f” Nem etal.
y! 2004
. Chen et
HVF Deefgea Vizes
pvcs | 20T | chitinilytica | 2°%° | sishely Nem Nem al.
2010
HVF Acidovorax Szemétler Lehetséges, rokonat Choi et
99,22 . 2010 . . Nem - al.
PVC9 soli aké talaja tekintve
2010
. Nam et
HVFE 1 96,76 Emtcicia | 5616 | fdesizii 16 Nem Nem al,
PLA1 fontis
2016
Hydrogenoph Pgra-
HVE a0 xilolt
99,6 ga 2021 | lebonto Nem Baner;j
PLA3 aromaticivora .
ns dusito ee et al
kultura 2021
Microbacteriu .. Schipp
HVF m Olajjal ers et
99,16 2005 | szennyeze Nem
PP1 hydrocarbono it talai al.
xydans J 2005
II;I\F{ZF Sikertelen szekvenalas
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PR rw Vanpar
HVF 98,87 Pseudorr_lonas 2006 Nllljlfikalo Valqszzyz{leg Nem ys et al.
PP3 peli oltoanyag (klortiires) 2006
l;\;g Sikertelen szekvendlds
Kazuno
HVF | ggeg | SUEPIOMYCES | a05 | T4 Nem Nem ri et al.
PET1 ardus
2003
. . Huys et
HVF Hafnia Emberi
100 . 2010 Nem al.
PET2 paralvei test - 2010
||3_|EVTF3 Sikertelen szekvendlds
HVE Hydrogenoph Auling
PL2 99,46 aga 1978 | Szennyviz Nem et al.
pseudoflava 1978
Bacillus , Liu et
HVF 100 zhangzhouens | 2016 | C¢mélafa Nem al.
PL3 . rmvize
is 2016
Hexaklor-
. ciklohexa
HP\L/4F 99,83 aRh'rZ:b;umm 2011 n Nem Nem Kaur et
gareg lerakéhel al.
y 2011
. , ; .. | Choi et
HVF Acidovorax Szemeétler Lehetséges, rokonat
99,27 : 2010 . : Nem - al.
PL5 soli ako talaja tekintve
2010
Hydrogenoph
HVF 99,46 aga Nem Nem
PS2 SO Lalucat
taeniospiralis .
1982 Talaj et al.
Hydrogenoph
HVF 1982
99,38 aga Nem Nem
PS4 A
taeniospiralis
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HVF
PVC5

100

Acidovorax
delafieldii

1990

Varosi
vizhalozat
Jtalaj, korh

az

Nem

Lehetséges, rokonat
tekintve

Willem
setal.
1990

3.,4.,5.tablazat: A szekvenalas eredményei €s a vizsgalt paraméterek tablazatos kiértékelése
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A fent izoldlt fajok koziil a bizonyitottan patogén mikrobdk: Bosea eneae,
Staphylococcus epidermidis, Brucella pituitosa, Micrococcus luteus, Paracoccus yeei, Hafnia

paralvei.

A Bosea eneae esetében 2013-ban elvégeztek tiidégyulladasos betegek korében egy
antitest vizsgalatot. A 95 beteg mindegyike Iélegeztetégépes kezelésre volt szorulva.
Szervezetiikbe kimutattdk a Bosea eneae ellen termelt antitesteket, igy ez a baktériumfaj

bizonyitottan megbetegedéseket okozhat (Bousbia et al. 2013).

A Staphylococcus epidermidis a Staphylococcusok leggyakrabban el6fordulo tagja az
emberi hamfeliileteken. A legfontosabb tulajdonsaga, hogy kivald biofilmek, agglomeraciok
kialakitasaban, amelyek gatoljak a f6 gazdaszervezet védekezd mechanizmusait. Féképp
korhazi eszk6zokon képes megtelepedni, az emberi boron kiiitéses, gennyes elvaltozasokat

okozhat (Otto, 2013).

A Brucella pituitosa jellemzden allati korokozo, de embert is megfertdzhet, évente
koriilbeliil 500 000 Gj human megfert6zodést irnak le. Foként a terhességek megszakitasaért
felelos ez a baktérium de valdszintisithetden mas betegségek kialakulasadban is szerepet jatszik

(Mostafa et al. 2022)

A Micrococcus luteus bizonyitottan patogén baktérium. 2014-ben és 2016-ban
Lengyelorszagban Micrococcus luteus altal okozott megbetegedést diagnosztizaltak
szivarvanyos pisztrangokban és sebes pisztrangokban. Ezen események mindegyikében koros

mortalitast (koriilbeliil 50%) ¢€s a kiilsd szovetek és belsd szervek koros elvaltozasai mutattak

Ki (Pekala et al. 2018)

A Paracoccus yeei-t tiszta tenyészetben izolaltak egy aerob vértenyészetbol és egy 67
éves férfi valadékabol. A beteg szivelégtelenség miatti tiiddgyulladds gyandja miatt keriilt a
korhaz silirgdsségi osztalydra, ahol kiilonbozd kezelések utan valadékmintat vettek tdle,
melybdl kitenyésztés ttjan Paracoccus yeei-t izolaltak, mely a betegség kialakulasaért volt
felelds (Funke et al. 2004).

A Hafnia paralvei vilagszerte elterjedt mikroba. Kiilonféle emldsoket, madarakat,
hiilloket, kétélttieket, halakat képes megfertdzni. A Hafnia felelos a jércék, patkanyok és lovak
fert6z0 betegségeiért, ¢s human klinikai mintakbol nyerték ki, még akkor is, ha nem direkt
human koérokozok (Huys et al. 2009).
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A fent izolalt fajok koziil a bizonyitottan lebont6 tulajdonsaggal rendelkezd mikrobak:
Dechloromonas agitata, Methyloversatilis discipulorum, Hydrogenophaga pseudoflava,
Pseudomonas campi, Diapahorobacter nitroreducens, Peribacillus butanolivorans,
Alicycliphilus  denitrificans, =~ Hydrogenophaga  aromaticivorans,  Microbacterium
hydrocarbonoxydans, Bacillus zhangzhouensis.

A Dechloromonas agitata bizonyitottan a per-klorat lebont6 torzsek képviseléje (Zhang
et al. 2021) . A Methyloversatilis discipulorum faj képes lebontani az aromas vegyiileteket
(Luquin et al. 1993). A Hydrogenophaga pseudoflava polihidroxi-alkansav lebontd
tulajdonsagait Yoon és Choi jegyezték le (Yoon & Choi, 1999). A Pseudomonas campi-t
altalaban talajokbol izolaljak, bizonyitottan nitratredukald baktérium (Timsy et al. 2021). A
Diapahorobacter nitroreducens nevii baktériumfaj szintén nitratredukald szervezet, mely
esetében milianyagdegradacios kisérleteket végeznek (Khan, 2015). A Peribacillus
butanolivorans neve is n- butanol lebontasi képességére utal (Kuisiene, 2008). A Alicycliphilus
denitrificans egy ciklohexanol lebonto, nitrat redukalo proteobaktérium (Mechichi et al. 2003).
A Hydrogenophaga aromaticivorans baktériumfaj para-xilol lebonté tulajdonsagairdl
ismeretes (Banerjee et al. 2021). A Microbacterium hydrocarbonoxydans a nyersolajat lebontod
Gram-pozitiv baktériumok baktériumtorzsek kozé tartozik (Schippers et al. 2005). A Bacillus

zhangzhouensis motorolaj lebontd képességét Liu és munkatarsai jegyezték le (Liu et al. 2016).

5.2. A mikromuanvyag analitika eredményei

Ahogy a fentebb emlitettem a mikromiianyag analitikat az analitikai laboratoriumban
végezték el. Ez a sajat mintafeldolgozasommal egy id6ben zajlott. Fontosnak tartottam az
analitikai eredményeket és a sajat eredményeimet Gsszevetni, ugyanis igy tisztabb képet
kaphatunk a szennyviztelep kornyezeti hatésairol. Ezekben az analitikai mérésekben
szamszerinti adatok lathatok a mikroplasztik mennyiségérdl, melyeket a mintavételi pontokon
vett kornyezeti mintadkban voltak jelen. Részben azokat a mianyagokat vizsgaltak, melyeket a
,»plastic colonizer”’-ekben elhelyeztiink. Az eredmények kiértékelése és Osszevetése azért
fontos, hogy relevanciat keresslink a milianyagok és az azon megtelepedd, példaul fakultativ
patogén baktériumok kozott. Potencidlisan kornyezeti vagy kornyezetegészségligyi veszélyt
jelenthet ha a mikromiianyag szemcséken megtelepedd patogén mikrobak kikeriilnek a tisztitott

szennyvizzel egylitt a természetes vizekbe. Ha a kockézatos baktériumfajokat vagy
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baktériumtorzseket a mikromiianyagok magukkal szallitjak nagyobb problémat okozhatnak a
kornyezetre vagy az emberi egészségre nézve. Mivel minden baktériumot izolalni nem tudunk,
kérdés lehet még az is, hogy ezeken kivill milyen biofilmet vagy nem biofilmet alkotd

baktériumtorzsek lehetnek még veszélyesek a természetet és a human egészséget tekintve.

Hatvan
Mintajel HV-AL HV-TSZV |HV-F
PE 48,9 176,8 0,9
PP 109,8 199,8 1,9
Poliészter 21,6 24,8 0
PA 3,6 3,8 0
Akril 0,4 7,6 0
Azonositott f py/c 0,9 38 0,9
mikromiianyagok
(részecske/m®) PVAC 2,7 1.9 0
PU 6,9 8,6 0
PS 13,8 33,4 0,4
ABS 0 5,7 0
Celluléz-acetat 0,4 14,3 0
Alkid 17,5 46,8 0,4
Osszesen 227 527,7 4,9

6. tablazat: A mikromilanyag analitika tablazatos eredményei

Az eredményeket tekintve lathatjuk, hogy a PE és PP mintajelli miianyagok voltak
legnagyobb mennyiségben kimutathatok a vizmintdkban. A szennyviz kifolyasdnak pontjaban
kaptuk a legmagasabb értéket, kdzel 200 részecske/m3-t PP-bSl, ami a mérések kozt a
legmagasabb érték. Lathatdé, hogy a szennyvizkivezetés egyértelmiien megndveli a
mikromiianyag koncentraciot a felszini vizben: A masodik legmagasabb koncentraciot a HV-
A, azaz a szennyiz kivezetési pontja alatt vett mintdk mutatjak, amik szintén a PP esetében a
legkiemelkeddbbek. A HV-F (kiomlési pont feletti) mintakdddal ellatott értékek elenyészdk az
alatta vett mintak adataihoz képest. A HV-T, azaz a tisztitott szennyviz kidmlési pontjadban a
legmagasabb a vizben talalhaté6 mikromiianyagok kobméterre vetitett értéke, ez a PP milanyag

esetén a legjelentdsebb.

A baktérium izolalas sordn egy potencidlisan patogén mikrobat mutattam ki PP
milanyagon, ezt a baktériumot a HVFPP3 mintakod jeldli, vagyis a torzset a szennyviz
beérkezés feletti mintavételi pontba kirakott plastic colonizer PP miianyagjarol izolalttam.
Illetve 3 lebontd tulajdonsaggal rendelkezd és 1 potencidlisan lebontd tulajdonsaggal

rendelkezd baktériumot izolaltam a PP mikromiianyagok feliiletérél. Ezek HVAPP3, HVAPPS5,
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HVFPP1, HVTPP6 mintakoddal ellatott baktériumok. Ez utdbbit a tisztitott szennyvizben
kihelyezett PP miianyag feliiletérol.

6. Kovetkeztetések és javaslatok

Az eddigi kutatomunkam altal elvégzett vizsgalatok soran felszini vizbe helyezett
mikromilianyagok feliiletérdl baktériumtorzseket izolaltam. A legtobb altalam identifikalt €s
izolalt torzsek vizben, talajban vagy emberi szervezeteben mar korabban leirt baktériumfajok
képvisel6i. Ezek kozott Iehetnek patogén, fertdzést okozo vagy lebonto szervezetek. A vizsgalt
baktériumok esetében tovabbi kiilonféle ellendrzések és egyeb vizsgalatok sziikségesek, hogy
a baktériumtorzsek kornyezetre gyakorolt hatasait 100%-o0s pontossdggal be lehessen

azonositani.

A szekvenalas eredményeként 98,6% alatti egyezést mutatd baktériumfajok esetében
lehetséges, hogy az 4ltalam talalt és identifikalt baktériumok kozott 1) faj képviseloit is talaltam,
ezek mintajelei: HVAPL1, HVAPS3, HVAPVC3, HVAPLA7, HVAPP7, HVAPP3, HVAPSG,
HVTPP4, HVTPP11, HVTPS2, HVTPS3, HVTPP7, HVTPVC3, HVFPS3, HVFPVCS,
HVFPLA. Azonositasukhoz teljes 16S rRNS gén, illetve genom-szintii azonositas is sziikséges.
Kutatasaim soran egyértelmiivé valt, hogy a mikromiianyagokat kolonizal6 baktériumok
feltérképezése még tovabbi vizsgalatokat igényel, mely sok lehetdséget rejt magaban. Tobb
helyszinen és tobb idopontban kellene mintat venni az atfogdbb képet alkotdé eredmények
érdekében. Javasolndm, hogy a mindennapokban gondoljuk Ujra a muanyagfelhasznalasi
szokasainkat, ugyanis dolgozatom eredményei alapjan is lathato, hogy milyen kornyezet- és

human egészségiigyi problémakat okozhat a mikromiianyagok jelenléte a kornyezetben.
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7. Osszefoglalas

Vizsgalataim soran egy hazai folyoviz, a Zagyva hatvani szakaszan plastic colonizereket
helyeztem ki a folyovizbe egy honapig. A mintavétel célja a kivalasztott milanyagok feliiletén
megtelepedd mikroszervezetek baktériumtenyésztéssel ¢és DNS azonositdssal torténd
meghatarozasa, kiilonds tekintettel a hatvani szennyvizkifolyd hatasanak vizsgalatara. A
kihelyezett miianyagok feliiletér6l szdmos baktériumot hataroztam meg ¢€s vizsgaltam
eredetiiket. A legtobb altalam azonositott baktériumfaj vizben, talajban vagy emberi
szervezeteben kordbban kimutatott baktériumfajok képviseldi. Egyesek koziiliikk patogén vagy
milanyaglebontd képességgel rendelkeznek. Az eddigi kutatomunkdm soran atfogd képet
kaptam arrol, hogy a mintavételezéskor bizonyos mikrobak milyen mértékben fordultak el6 a
¢s a kihelyezett miianyagok feliiletén. Konnyebben attekinthetové valt, hogy a szennyviz
milyen hatést gyakorol a Zagyvara, illetve milyen volt a mikrobidlis allapot az eldtt, hogy a
szennyvizzel érintkezett volna €s az utan, hogy a szennyviz bedramolt a befogaddba. A terepi
¢és laboratoriumi munkak soran betekintést nyerhettem, hogy hogyan zajlik egy ilyen
mintavételezés és az azt kovetd laboratoriumi munkalatok, illetve az ezeket megel6z6

elokésziletek.

Az alkalmazott modszerek azt a célt szolgaltak, hogy dolgozatom megirasaval lehetdség
nyiljon egy olyan vizsgalati modszerre, mely a természetes vizekben ¢10 miianyag feliileteket

kolonizald baktériumokat kutatja.
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Kutatasaimat tdmogatta az Innovacios €s Technologiai Minisztérium, Nemzeti Kutatési
Fejlesztési ¢s Innovacios Alapbol nyujtott, a Piacvezérelt Kutatas-fejlesztési és Innovacios

Projektek tamogatasa palyazati program 2020-1.1.2-PIACI-KFI-2021-00239 szamu projektje.
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NYILATKOZAT

King Claudia Maria (név) (hallgaté Neptun azonositdja: KS5FJ6 ) konzulenseként nyilatkozom
arrél, hogy a diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrdsok korrekt
kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A zardédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfélidt a zardvizsgan torténd
védésre javaslom / nem javaslom?.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?

Kelt: Vacszentldszld, 2023. november 12.

beké’\@)wzulens
> %:.NAA) \STvaln)

1 A megfeleld alahtizando.
2 A megfelel aldhtzandé.



NYILATKOZAT

a diplomadolgozat nyilvdnos hozzaférésérél és eredetiségérdl

A hallgaté neve: King Claudia Méria

A Hallgaté Neptun kédja: KS5FI6 -

A dolgozat cime: Mikrom{anyag feliileteket koloniz4lé bakterialis
kdz28sségek vizsgalata a Zagyvén

A megjelenés éve: 2023

A konzulens intézetének neve: Akvakultira és Kérnyezetbiztonsagi Intézet

A konzulens tanszékének a neve: Kérnyezettoxikolégia Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benydjtott diplomadolgozat egyéni, eredeti jellegi, sajat szellemi
alkotasom. Azon részeket, melyeket mds szerz6k munkéjabdl vettem at, egyértelmuen
megjeléltem, és az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a z4rdvizsga-bizottsag a
zardvizsgabdl kizar és a zarévizsgat csak Uj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatdasat
engedélyezem.

Tudomdsul veszem, hogy az 4&ltalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas
felhaszndldsdra, hasznositisira a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelési szabdlyzat4ban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata felt6ltésre keriil a Magyar Agrar-
és Elettudoményi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a
megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kévetden

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyljtasatdl szamitott 5 év eltelte utan
nyilvdnosan elérhetd és keresheté lesz az Egyetem kényvari repozitori rendszerében.

e (o o

Hallggif) aldirasa

Kelt: G6d6IS, év 2023 hé November nap 8.




