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1. BEVEZETES

Az élelmiszer-biztonsdg napjaink egyik legfontosabb kérdése. A fogyasztok novekvo igénye a
biztonsdgos, j6 mindségli és egészséges élelmiszerek irdnt fokozott kihivast jelent a termeldk,
a gyartok és a forgalmazok szdmdra, ugyanakkor jelentds feladatot r6 a hatésdgokra, valamint
a tudomdnyos élet résztvevoire. Az elmilt években az élelmiszer-elallitds jelentOs
novekedésével a higiéniai szabalyok be nem tartdsa, a nem megfeleld hokezelés vagy hiités,
illetve egyéb technoldgiai és mds tényezdre visszavezethetd okokbdl kifolydlag szamos
élelmiszer eredeti megbetegedés tortént. Ennek hatterében az esetek tobbségében
mikrobioldgiai szennyezddés all.

A kérokozo mikroorganizmusok kimutatdsa és vizsgalata hagyomanyos modszerekkel hosszu
multra tekint vissza, azonban ezen eljarasok igen id6- és munkaigényesek, ezért szamos olyan
Uj gyorsmodszert fejlesztettek ki az elmdlt évtizedekben, amelyek alkalmazdsa a rutinszer
vizsgélatok sordn is széles korben alkalmazhaté. A gyors vizsgdlati eljardsok koziil a
nukleinsav alapd molekularis bioldgiai médszerek egyre szélesebb korben, egyre nagyobb
teret hdditanak. A polimerdz lancreakcion (PCR-en) alapuld technikdk méra mér nemcsak a
kutat6 laboratériumok nélkiilozhetetlen és rendszeresen alkalmazott eljardsai k6z¢ tartoznak,
hanem az élelmiszerek vizsgalatdval foglalkozé mikrobioldgiai laboratériumok korében is
egyre nagyobb népszeriiségre tesznek szert. Az élelmiszerekben el6fordulé patogén
mikroorganizmusok azonositdsdra és torzs szinti jellemzésére (tipizalasara) kidolgozott
nukleinsav alapti molekuldris biolégiai médszerek alkalmazdsa jelentdsen hozzdjarulnak ezen
mikrobdk eredetének és terjedési utvonaldnak feltérképezéséhez.

Az élelmiszer-biztonsagi szempontbdl lényeges koérokozd baktériumok kozil a
kampilobakterek 4ltal okozott megbetegedések szama igen jelentdés. Magyarorszagon a
termofil Campylobacter fajok éltal okozott fertézések ardnya joval magasabb az Eurépai Unid
atlaganal, azonban a bejelentett esetek szama az utobbi id6ben csokkend tendencidt mutat. A
kampilobakterek altal okozott human megbetegedések tobb mint 95 %-at C. jejuni torzsek
okozzdk, mig a tobbi esetért elsdsorban a C. coli fajba tartozd torzsek a feleldsek. A
Campylobacter fajok egyértelmii azonositdsa azonban bonyolult, mivel lassan novo, igényes
szervezetek. Elkiilonitésiikre kordbban csak fenotipus alapu médszereket alkalmaztak, az igy
elvégzett identifikdlds azonban gyakran téves eredményekhez vezethet. Ez is hozzajarult
ahhoz, hogy megnétt az igény az olyan, els6sorban DNS alapi mddszerek kidolgozasa és

alkalmazdsa irdnt, amelyek segitségével a humdanpatogén Campylobacter fajok kimutatésa,



azonositasa, tipizdlasa, valamint terjedési ttvonaluk feltérképezése gyorsan és hatékonyan
megvaldsithatd.

Humén egészségiigyi szempontbdl szintén jelentds baktériumok az Escherichi coli faj Shiga-
toxin termeld (STEC) torzsei, amelyek szdmos virulencia faktoruk altal, tovabba toxin
termelésiik révén silyos megbetegedéseket okozhatnak. A STEC csoporton beliil az
enterohemorragias E. coli (EHEC) torzsek kimutatisa az A4ltaluk eldidézett vérzéses
bélgyulladds, vesegyulladds, illetve vérzéses higyuti fertézés miatt kiemelt jelentdséggel bir.
Az elmdlt években szamos olyan PCR-alapui diagnosztikai médszert dolgoztak ki, amelyek
célszekvencidi kiilonbozd virulencia gének voltak, mint példdul a Shiga toxin, az intimin,
vagy akar az enterohemolizin gének. Az Escherichia coli faj térzseinek azonban élelmiszer-
biztonsdgi vonatkozédsain kiviil élelmiszer-higiéniai szempontbdl is nagy a jelentOségiik,
mivel élelmiszerek esetén a friss, fekdlids szennyezettség indikétorai, igy a faj kiillonboz6

torzseinek élelmiszerekbdl torténd kimutatdsa igen jelentds.

2. CELKITUZESEK

Munkdm sordn célul tiztem ki élelmiszer-biztonsdgi szempontbdl jelentds baktériumok
(termofil Campylobacter és Escherichia coli torzsek) kimutatdsat, azonositdsat és jellemzését,
ezaltal hozzdjarulva a korokozok élelmiszerekbdl torténd gyorsabb detektdldsdhoz,

diverzitasanak és epidemioldgidjanak pontosabb meghatirozdsihoz.

A megvalodsitando feladatok és a f6 1épések az alabbiak voltak:

1. Elelmiszer-biztonsagi szempontbél jelentés baktériumok (Escherichia coli és
Campylobacter spp.) izolalasa élelmiszerekbol.

2. Az E. coli izoldtumok molekuldris bioldgiai médszerekkel torténd azonositisa €s
tipizalasa. Az Escherichia coli fajba tartozo izolatumok pontos azonositdsahoz, illetve
a faj O157:H7 szerotipusu torzseinek kimutatdsdhoz duplex PCR modszer
kidolgozasa; az izoldlt baktériumok azonositisa a kidolgozott PCR-alapi mddszer
segitségével, illetve az izolatumok tipizalasa RAPD-PCR eljarassal.

3. Elelmiszer-biztonsagi szempontbdl jelentés termofil Campylobacter (C. coli és C.
Jjejuni) fajok esetén a szelektiv dusitds hatdsdnak vizsgdlata, amelynek sordn célom
volt a vizsgalt torzsek szaporoddsi gorbéjének meghatarozdsa, valamint az eltérd
fajbdl szarmazd torzsek szaporoddsi képességének vizsgalata szelektiv dusitoban

torténd egyiittes tenyésztés soran.



4. Eltéré eredetli Campylobacter izolitumok azonositisa, majd az izoldtumok
vizsgélatira alkalmas PCR-alapii molekuldris bioldgiai mddszerek adaptilasa,
fejlesztése és alkalmazhatésdgdnak Osszehasonlitdsa diszkrimindcids képességiik

alapjan.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A munkdm sordn vizsgalt torzsek egy részét élelmiszerekbdl, illetve élelmiszerek
kornyezetébdl izoldltam, mig szamos Campylobacter és Escherichia coli torzs humadn, illetve
allati eredetii volt.

Az E. coli faj pontos azonositisdhoz és a faj O157:H7 torzseinek kimutatdsdhoz
meghatarozott szerotipusu, elsésorban Shiga toxin-termel0 torzsek segitségével duplex PCR
modszert dolgoztam ki, majd ezen eljdrdst alkalmaztam az d&ltalam izoldlt torzsek faji
hovatartozdsdnak megerdsitéséhez. Az izoldtumok jellemzéséhez hasznélt RAPD-PCR
analizis soran eltérd szekvencidji miniszatellit és random primereket alkalmaztam.

A baromfi eredetii humanpatogén Campylobacter coli és C. jejuni torzsek szelektiv diisitdsi
vizsgdlata sordan BIOSCREEN késziilékkel meghatdroztam az egyes torzsek szaporodasi
gorbéit, majd az EN ISO 10272-1:2006 szabvany szerint Bolton-féle szelektiv dusitd
folyadékot alkalmazva vizsgdltam az izoldtumok egymdshoz viszonyitott szaporodasi
képességét 41,5 °C-os tenyésztési homérsékleten. A vizsgalatok sordn a szelektiv dusito
folyadékot a két faj egy-egy torzsének eltérd ardnyd sejtszdmmal vald oltdsit kovetden
inkubdltam, majd az inkubdciés id0 leteltével a szelektiv taptalajon kifejlodott telepeket
hippurat hidrolizis teszttel azonositottam. Az eredmények statisztikai értékeléséhez Student-
féle t-tesztet alkalmaztam.

Az eltéré eredeti Campylobacter izolatumok faj szintii azonositdsihoz szakirodalomban
publikalt primereket alkalmaztam, amelyeket a négy legjelentésebb termofil Campylobacter
faj tipus- és referencia torzseivel teszteltem.

A faj szinten pontosan meghatdrozott Campylobacter izolatumok tipizaldsahoz hat kiillonb6z6
PCR-alapi modszert alkalmaztam. A 16S rDNS RFLP vizsgédlata soran négy kiillonb6z6
restrikciés endonukledzt haszndltam az amplikonok hasitisdhoz, mig hdrom enzimet
alkalmaztam a flagellin fehérjét kédolo flaA gén RFLP vizsgdlatdhoz. A flaA és flaB gének
kozotti intergénikus szekvencia (IGS) denaturdlé gradiens gélelektroforézissel (DGGE)
torténd vizsgdlata sordn eldszor merdleges DGGE mddszerrel meghatdroztam az optimalis

denaturédldszer koncentraciét, majd parhuzamos DGGE analizissel kerestem a kiilonbségeket



az egyes izolatumok kozel azonos méretii fragmentumai k6zott. A heteroduplex mobilitasi
analizis (HMA) sorén a teszt és referencia torzsek intergénikus régidjanak denaturdldsat, majd
hibridizdlasat kovetden a homoduplex és az esetlegesen létrejott heteroduplex molekuldk
elektroforetikus mozgékonysdgat vizsgiltam. Az izoldtumok RAPD-PCR analiziséhez hirom
random primert alkalmaztam. Valamennyi vizsgalati mddszer esetén a kapott eredmények
alapjan szoftverek segitségével dendogramokat készitettem és meghatdroztam az eljardsok
diszkriminécids képességét a Simpson-féle diverzitasi indexek kiszdmitasaval.

Az izolatumok fla-1GS szekvencidjanak pontos nukleotid sorrendjét meghatarozva értékeltem

a DGGE és heteroduplex mobilitasi vizsgalatok eredményeit.

4. EREDMENYEK

4.1. Escherichia coli torzsek izolalasa és molekularis biologiai vizsgalata

Elelmiszerekbdl, illetve élelmiszerek kornyezetébol Osszesen 22 feltételezetten az E. coli
fajba tartoz6 izoldtumot gyijtdttem. Az izolatumok faji hovatartozdsdnak pontos
meghatdrozdsdhoz, tovabbd a faj O157:H7 szerotipusd torzseinek kimutatdsdhoz egyetlen
PCR reakcidban megvaldsithaté eljardst kivantam alkalmazni. Ehhez a szakirodalomban
publikdlt primer pédrok segitségével olyan duplex PCR mddszert dolgoztam ki, amely
optimaldsahoz és alkalmazhatésdganak teszteléséhez nagyszamd, elsésorban STEC és EHEC
torzset vizsgéltam. Az optimdlds sordn meghatirozott primer koncentrdcié a fajspecifikus
primerek esetében 0,25 uM, mig a szerotipusra specifikus primereknél 0,125 uM volt. A 22
izolatum optimalt duplex PCR mddszerrel kapott eredményei alapjan elmondhat6, hogy
valamennyi baktérium az E. coli fajba tartozott, azonban mivel egyetlen izoldtum sem adott
jelet az O157:H7 szerotipusra specifikus primer parral megéllapithaté, hogy a faj ezen
patogén szerotipusa nem fordult el6 az 4altalam izolalt torzsek kozott. Az izolatumok
tipizalasdhoz kiillonb6z6é szekvencidju random primerek tesztelését kovetéen harom primert
vélasztottam ki, amelyekkel elvégezve a torzsek jellemzését megéllapitottam, hogy a vizsgalt
E. coli izolatumok nagyfoki valtozatossdgot mutattak, tovabba, hogy a kiilonb6z6 E. coli

torzsek jelenléte, tilélése és terjedési utvonala igen jelentOs.



4.2. A szelektiv dusitas hatasa termofil Campylobacter torzsekre
A nagyszdmu enterdlis megbetegedés kialakuldsaért felelds termofil Campylobacter fajok
kozott a duasitds sordn esetlegesen fellépd versengés meghatdrozdsihoz elsé 1épésben
elkészitettem a vizsgalt nyolc torzs (négy C. coli és négy C. jejuni) szaporoddsi gorbéjét a
korai stacioner fazis eléréséhez sziikséges id0 megéllapitdsa céljabol. A meghatirozds sordn
azt tapasztaltam, hogy 41,5 °C-os inkubécios hdmérsékletet alkalmazva mindkét faj torzsei 18
ora utdn elérték ezt a szakaszt, azonban lényeges eltéréseket figyeltem meg a lappangdsi
fazisok id6tartamai kozott. Az azonos szaporoddsi fazisban 1évo sejtekkel elvégzett dusitési
vizsgalatok jelentOs részében a szelektiv dasitoba parokban oltott kampilobakterek koziil a C.
coli torzsek jobban szaporodtak a C. jejuni izolatumokhoz képest, csupan egyetlen
kombindciéban lehetett a C. jejuni jobb szaporodasi képességét kimutatni. Student-féle t-
teszttel megvizsgdlva a dusitds hatdsat a vizsgalt izolatumokra megéllapitottam, hogy a
kezdeti és a dusitast kovetd C. jejuni és C. coli sejtszdm ardnyok jelentdsen kiilonboztek,
vagyis a dusitas soran valamelyik vizsgalt izoldtum mindig jobban szaporodott a vele parban
beoltott, masik fajhoz tartozé torzshoz képest. Mivel az élelmiszer és egyéb mintdk esetében
csupdn Ot vagy anndl kevesebb telep visszaizoldldsa torténik a szelektiv agarokrdl, vizsgalati
eredményeim azt mutatjdk, hogy C. jejuni-t és C. coli kevert tenyészetét tartalmazd minta
esetén a C. coli nagyobb valdszintiséggel lesz kimutathaté, mint a C. jejuni, igy

kovetkeztetéseink a dominans Campylobacter fajt tekintve helytelenek lehetnek.

4.3. Campylobacter izolatumok vizsgalata PCR-alapti molekularis modszerekkel

A kiilonboz6 eredetii Campylobacter izolatumok azonositdsahoz szakirodalomban publikalt
specifikus primer parokat vélasztottam. A vizsgélt 55 izolatumbdl 24 a C. jejuni, mig 31 a C.
coli fajba tartozott. A faj szinten pontosan meghatirozott izoldtumok molekularis
vizsgalatdhoz alkalmazott 16S rDNS-RFLP mdédszerrdl megéllapitottam, hogy nem alkalmas
a C. jejuni és C. coli torzsek molekuldris jellemzésére, amelyre nagyon kis diverzitdsi indexe
is utalt. A FlaA fehérjét kodolo flaA gén RFLP vizsgdlata az izolatumok torzs szinten vald
elkiilonitésére alkalmasnak bizonyult; a médszer Simpson-féle diverzitasi indexe 0,989 volt.
A fla-1IGS parhuzamos DGGE analizissel torténd vizsgilatdhoz a 20-40 %-os denaturdld
komponens koncentracié bizonyult alkalmasnak, az izolatumok tipizdldsaval kapott
eredmények alapjdn azonban megallapitottam, hogy a fla-IGS DGGE eljirds a flaA-RFLP

moédszerhez képest kevésbé diszkriminativ technika. A heteroduplex mobilitdsi vizsgilat



soran szinte valamennyi izoldtum képzett heteroduplexeket a tipus/referencia torzsekkel, ami
a vizsgdlt, mintegy 180-200 bézispar hossztisdgi DNS darabok szekvencia polimorfizmusara
utal. A heteroduplex analizis Simpson-féle diverzitdsi indexe 0,872 volt, amely tiikrozi a
modszer alkalmazhat6sagét az egyes torzsek jellemzésére, faj alatti elkiilonitésére, azonban az
eljards a DGGE modszerhez hasonldéan faji azonositisra nem alkalmas. A RAPD-PCR
vizsgélat a kivélasztott hdrom primer egyiittes alkalmazdsdval a torzsek tipizdldsdn til
lehetdséget adott a Campylobacter fajok egyértelmi elkiilonitésére is.

A fla-IGS bazissorrendjének direkt szekvendldssal torténd vizsgilata soran kapott
eredményeimet Osszehasonlitva a heteroduplex mobilitdsi vizsgélat és a DGGE moddszerrel
kapott eredményeimmel megéllapitottam, hogy a két médszer rovidebb génszakaszok kozotti
szekvencia kiilonbségek kimutatisara jol alkalmazhatd, tipizdldsra azonban csak

korlatozottan.

Ismereteim szerint a szakirodalmakban nem lelhet6k fel olyan adatok, amelyek szerint hazai
forrasokbdl szarmazé Campylobacter izolatumok tipizdldsat tobb kiilonbozé PCR-alapt
molekuldris bioldgiai médszerrel kordbban elvégezték volna, igy a munkdm sordn kapott
eredmények a magyarorszdgi Campylobacter jejuni és C. coli fajba tartozd torzsek

jellemzésére vonatkozdan djdonsdgnak tekinthetok.

4.4. Az eredmények hasznositasi és tovabbfejlesztési lehetdségei

Az alacsony infekcids dozissal jellemezheto termofil Campylobacter fajok kimutatisa egy
komplex élelmiszer matrixbdl vagy egy klinikai mintdbdl versengd mikrobidta mellett is
megvaldsithatd szelektiv dusitas folyamdn. Az epidemioldgiai és zoonodzisos vizsgilatok
szempontjabél azonban nem lényegtelen, hogy egy mintabdl, amely C. coli és C. jejuni
torzseket egyarant tartalmaz, melyik faj lesz kimutathaté abban az esetben, ha a feltételezett
alacsony sejtszdm miatt szelektiv dusitast kell alkalmazni. A dolgozatomban bemutatott
munka folytatdsaként tovabbi kisérleteket elvégezve élelmiszermintdk, illetve a kompetitiv
mikrobidta és mas C. jejuni/C. coli torzsek bevondsdval a jelenség ’in vivo’ koriilmények
kozotti el6forduldsat is érdemes lenne megvizsgalni.

Az enterohemorragids E. coli (EHEC) torzsek koziil elsdsorban az O157:H7 és az O157:H
szerotipusu torzsek azonositdsa az altaluk okozott igen sulyos megbetegedések miatt igen
jelentés. Az Escherichia coli faj, valamint az EHEC és egyes Shiga toxin-termeld E. coli

(STEC) torzsek detektéldsdra kidolgozott duplex PCR mdédszer alkalmazdsa az iparban és a

6



diagnosztikai laboratériumokban egyarant nagy eldnyt jelenthet a termékek friss, fekalids
szennyezettségének kimutatdsa, illetve élelmiszer-biztonsagi szempontbdl torténd megitélése
szempontjabol. Mivel az EHEC torzsek infekcids dozisa kicsi és az élelmiszer esetleges
fert6zottsége nagy veszélyt jelent a fogyasztéra nézve, ezért kiilonosen fontos az élelmiszer
fertdzottségének vagy patogén mentességének gyors és megbizhaté kimutatdsa. A vizsgalt
célszekvencidkra (malB és hlyA) specifikus probdk tervezésével és az eljards tovabbi
optimaldsidval olyan duplex real-time PCR reakciot lehetne kifejleszteni, amelynek
segitségével az E. coli torzsek detektdldsa valés idoben torténhetne meg.

A termofil Campylobacter fajok, illetve torzsek azonositdsa és tipizdldsa, valamint terjedési
utvonaluk feltérképezése megfeleld molekularis biologiai médszerekkel fontos feladatunk. Az
emberi megbetegedéseket okozdé torzsek pontos identifikdldsa elsOsorban a klinikai
mikrobiolégidban jelentds, mivel a betegség kezelésére alkalmazhat6 antibiotikum tipusa fiigg
a kivalté fajtol. A két faj, valamint a fajok torzseinek elkiilonitése tovabba azért is fontos,
mert egyes C. jejuni torzsek igen silyos szovOldményekkel jar6 idegrendszeri
megbetegedéseket is okozhatnak, mig a C. coli torzsek kevésbé hozhatok Osszefiiggésbe
sulyos klinikai tiinetek kialakitdsdval. Ugyancsak fontos annak pontos feltérképezése, hogy a
két faj milyen eredetli élelmiszerekkel kerill be az élelmiszerlancba, mivel igy a
zoondzisokkal kapcsolatosan is pontosabb informacidk dllnak rendelkezésre, és ez
megkonnyiti az elleniik valé védekezést. Fontos lenne a két vizsgélt termofil Campylobacter
fajon kiviili egyéb fajok kimutatdsira hasonléan megbizhatd és gyors PCR-alapu technikdkat
kifejleszteni, mivel ezek hidnydban pontos faji identifikdldsuk - fOként a rutin vizsgélatok

esetében — és jellemzésiik nehezen valdsithaté meg.

5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

(1) Kidolgoztam az E. coli faj és annak O157:H7 szerotipusinak egyiittes kimutatdsira
alkalmas duplex PCR mddszert, amelynek sordn az izoldtumok gyors és pontos
azonositasat két specifikus primer par segitségével, egyetlen PCR reakciéban lehet
megvaldsitani. A modszer segitségével a friss, fekdlids szennyezettségre utalé E. coli és az
élelmiszer-biztonsdgi szempontbdl igen jelentés EHEC (enterohemorrédgids Escherichia
coli) torzsek mellett néhany szintén fontos STEC (Shiga toxin-termel6 E. coli) torzs is

kimutathato.



(2) Osszehasonlitva kiilonbozd Campylobacter jejuni és C. coli torzsek szaporodasi
képességét a Bolton féle szelektiv dusitds sordn megdallapitottam, hogy a C. coli torzsek a
duasitds alatt az esetek tobbségében gyorsabban szaporodnak, mint a C. jejuni torzsek,
ezért az élelmiszervizsgdlat sordn alkalmazott szelektiv disitast kovetd faji identifikélas a
két faj egyiittes eléforduldsa esetén hamis eredményekhez vezethet.

(3) Az éaltalam vizsgélt Campylobacter izolatumok flaA és flaB gének kozotti intergénikus
nukleotid szekvencidjat Osszehasonlitva jelentds eltéréseket taldltam az egyes torzsek
kozott. Kimutattam, hogy a szekvencia polimorfizmusok mogott egyedi nukleotid
eltérések, valamint néhdny tiz bazisparnyi inszercidk, illetve deléciok dallnak. Ezen
intergénikus szekvencia DGGE (denaturdl6 gradiens gélelektroforézis) analizise, valamint
a kordbban még nem alkalmazott heteroduplex mobilitdsi vizsgdlata az izoldtumok
hasonl6 szintli elkiilonitését tette lehetdvé, ami a mddszerek megfeleld érzékenységére
utal egy adott gén polimorfizmusanak vizsgalata esetén.

(4) A Simpson-féle diverzitdsi index meghatdrozasiaval dsszehasonlitottam a Campylobacter
coli é C. jejuni izolatumok tipizdlasdra alkalmazhat6 PCR-alapi molekularis
modszereket. Megéllapitottam, hogy diszkriminacids képesség szempontjabdl mindkét faj
tipizdlasara legalkalmasabb eljards a RAPD-PCR analizis. Ezt koveti a flaA gén RFLP
analizise, amely mind a C. coli, mind pedig a C. jejuni torzsek tipizdldsara jol
alkalmazhat6 eljardsnak bizonyult. Eredményeim szerint a fla-IGS szekvencia tipizdlds a
Campylobacter jejuni esetében kivald, mig a C. coli esetében elfogadhaté diszkriminacids
képességgel rendelkezik, ezért a gyakorlat szdmadra 4altaldnos tipizdldsi modszerként
javaslom. A fla-IGS DGGE (denaturdlé gradiens gélelektroforézis) és fla-IGS HMA
(heteroduplex mobilitasi vizsgalat) eredményezték a legkisebb, azonban a gyakorlat
szempontjabol még kielégito diszkrimindcids indexet.

(5) A kapott tipizalasi eredményeket fokomponens analizissel kiértékelve megéallapitottam,
hogy annak ellenére, hogy az alkalmazott molekularis tipizdldsi modszerek nem
eredményeztek a két faj identifikdlasara alkalmazhaté specifikus mintazatokat, a
fékomponens analizis sordn a két fajhoz tartoz6 izoldtumok mégis eltéré csoportokba
keriiltek. Ez azt jelzi, hogy a tipizalas sordn vizsgalt genomszekvencidk alapjan az azonos
fajhoz tartozo torzsek nagyobb genom szintli hasonlésdgot mutatnak egymashoz képest,

mint az eltérd faj torzseihez viszonyitva.
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