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Jelolések, roviditések jegyzéke

AIEC: enteroaddheziv E. coli

CAS: Chrome Azurol S

CCM: Cseh Mikroorganizmus Gytijtemény, Cseh Koztarsasag, Brno

CDC: Centers for Disease Control and Prevention (Amerikai Betegségmegel6zési és
Jarvanytigyi Kozpont)

CHI: Svajc

BCM: Basic Chitin Medium (Kitin agar)

DAEC: diffuzan tapado E. coli

DEN: Dania

dNTP: dezoxiribonukleotid trifoszfat.

DTT: dihidroteriol

EAEC: enteroaggregativ E. coli

ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control (Eurdpai Betegségmegel6zési és
Jarvanyvédelmi Kozpont)

E. coli: Escherichia coli

EFSA: European Food Safety Authority (Eurdpai Elelmiszerbiztonsigi Hatosag)

EHEC: enterohemorragias E. coli, vagy Shiga-toxin termel6 E. coli

EIEC: enteroinvaziv E. coli

EPEC: enteropatogén E. coli

ETEC: enterotoxigén E. coli

Et-OH: etil alkohol

Et-Ac: etil acetat

EU: Eurépai Unid

FDA: Food and Drug Administration (Elelmiszer és Gyogyszerengedélyeztetési Hivatal)
FR: Franciaorszag

GB: Nagy-Britannia

GER: Németorszag

GRAS: Generally Recognized As Safe (Altaldban biztonsagosnak itélt)

HNCMB: Orvosi Baktériumok Magyar Nemzeti Gytijteménye, Magyarorszag, Budapest
HDTMA: hexadecil-trimetil-ammodnium-bromid

HPTLC: high-performance thin-layer chromatography (Nagy teljesitményili vékonyréteg-
kromatografia)

HU: Magyarorszag



HUS: hemolitikus urémiés szindréma

L. monocytogenes: Listeria monocytogenes

LV: Litvania

MP: minimally processed (minimalisan feldolgozott)

NCAIM: Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Gytijteménye, Magyarorszag, Budapest
PCR: Polymerase chain reaction (Polimeraz lancreakcio)

RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA (random amplifikélodott polimorfikus DNS)
RTE: ready-to-eat (fogyasztasra kész)

S. aureus: Staphylococcus aureus

S. marcescens: Serratia marcescens

SPE: solid phase extraction (szilard fazist extrakcio)

STEC: Shiga-toxin termel6 E. coli

TGE: Tryptone-glucose extract agar (Tripton-gliik6z kivonat agar)

TSA: Tryptic Soy Agar (Kazein pepton sz6ja pepton agar)

TSB: Tryptyc Soy Broth (Kazein pepton szdja pepton leves)

TW: Tajvan

USA: Amerikai Egyesiilt Allamok

WHO: Wordl Health Organization (Egészségiigyi Viladgszervezet)

WL agar: Wallerstein Laboratory Nutrient Agar

Y. enterocolitica: Yersinia enterocolitica

YOPI: young, old, pregnant, immunocompromised (fiatal, idds, varandds, immunhianyos)



1. Bevezetés

Az ¢élelmiszerekkel terjed6 patogén mikroorganizmusok szamos human megbetegedést
okoznak a mai napig. A WHO becslései szerint évente mintegy 600 millié élelmiszerek altal

okozott megbetegedés torténik, amelyek mind megelézhetdek lennének (WHO, 2020).

Az ¢élelmiszerek eldéllitasa sordan torekedni kell minden szempontbdl megfeleldé mindségii,
biztonsagos termékek létrehozasara. Az élelmiszerbiztonsagi szempontok mellett a fogyasztok
igénye is meghatarozo, amely visszahat az iparra. Ennek eredményeként az elmult évtizedben
egyre tobb olyan termék jelent meg a boltok polcain, amelyek ezt az irdnyt is igyekeznek
kielégiteni. Az alapvetd elvaras az, hogy ne jelentsen veszélyt az élelmiszer a fogyasztokra,
azonban emellett megjelentek olyan szempontok is a vasarloi oldalrdl, mint példaul hogy minél
szélesebb korben legyen elérhetd a konnyen elkészithetd, vagy fogyasztasra kész élelmiszer,
minél egészségesebb és frissebb legyen az adott termék, illetve lehet6leg mentes legyen kémiai
tartositoszerektdl. Ezen feltételek mellett a hagyomanyos tartdsitasi eljarasok helyett, mint a
hdkezelés és tartositoszerek alkalmazasa, egyéb kiméletes tartdsitod eljaradsok felé iranyult a
figyelem, valamint a kutatdsok is intenzivebbé véltak ebben az irdnyban, igy egyre szélesebb
korben kezdtek vizsgalatokat végezni az olyan moddszerek alkalmazhatdsdganak
megallapitasara, amelyek megfeleld mindségii €s kelléen biztonsadgos termékek eldallitasara

alkalmasak.

Az élelmiszerekben, valamint az ¢élelmiszer-eldallito és -feldolgozo létesitményekben szamos
mikroorganizmus van jelen. Ezek bizonyos hdnyada az adott termék részét képezi, azaz a
természetes mikrobidta tagja, kozottik azonban szamos kontamindns, esetenként patogén
mikroorganizmus is el6fordulhat. Ezen mikrobak eliminalasa, ndvekedésiik visszaszoritasa
kulcsfontossagu ¢lelmiszerbiztonsagi szempont. A mikrobioldgiailag biztonsagos élelmiszerek
eléallitdsdhoz a feldolgozas szigoru higiéniai szabéalyainak betartdsa mellett ezért sziikség van

kiilonbozd tartdsitd eljarasok alkalmazasara is.

A bioldgiai kontroll (roviden biokontroll) alkalmazésa alternativat jelenthet a mar jol bevalt
tartositod eljarasok, mint a hokezelés, hdelvonds, vizaktivitas csokkentés mellett, kiilondsen

olyan élelmiszerek esetében, ahol cél megdrizni annak friss jellegét.

A biokontroll stratégiaban fontos szerepet bet6ltd antagonista mikrobak egyik legjobb forrasa
maga az ¢lelmiszer vagy annak feldolgozo kornyezete lehet. Az élelmiszerek alapanyagaul
szolgald nyersanyagokban vagy nyersanyagokon, illetve az azokkal érintkez0 feliileteken nagy

eséllyel lehetnek jelen potencialis biokontroll mikroorganizmusok, amelyek kdzvetlen vagy
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kozvetett felhaszndldsa az élelmiszeriparban 0j lehetdséget teremthet a fogyasztok igényeinek

kielégitése mellett biztonsadgos és megfeleld ideig eltarthato élelmiszerek eldallitasara.

Munkdm soran igy célul tliztem ki olyan baktérium torzsek izolalasat kiilonbozo
¢lelmiszerfeldolgoz6 létesitményekbdl, valamint az ott felhasznalt alapanyagokbol, amelyek
képesek lehetnek meggatolni az ¢élelmiszerekben eléforduld patogén baktériumok
szaporodasat. Az izolatumok hatdsénak teszteléséhez felhasznalt patogének kivalasztadsakor a
legnagyobb esetszamot és a legsulyosabb megbetegedést okozd baktériumokat vettem
figyelembe, igy esett a valasztds a Salmonella enterica, az Escherichia coli, a Yersinia

enterocolitica, és a Listeria monocytogenes fajokra.



2. Célkitiizés

Az ¢lelmiszerfeldolgozas és az élelmiszereldallitas biztonsagdnak, valamint a fogyasztok
egészségének védelme érdekében doktori munkam célkitlizése az volt, hogy élelmiszeripari
kornyezetbdl és az ott felhasznalt nyersanyagokbol olyan baktériumokat izoldljak, amelyek
gatlo hatassal birnak kiilonboz06, élelmiszer eredetli patogén baktériumokra, majd ezt kdvetden
az izolalt baktériumok biokontroll tulajdonsdgainak vizsgalatdval a késobbi, akar ipari
alkalmazhatosdganak megalapozdsa a gatld hatdsmechanizmus minél pontosabb

meghatdrozasaval.
Céljaim elérésének érdekében munkdm soran az alabbi 1épéseket valositottam meg:

e Dbaktériumok izoldldsa  élelmiszerfeldolgozd  kdrnyezetbdl és  élelmiszer
nyersanyagokbol;
e azizolatumok jellemzése biokémiai tesztekkel,

o az izolalt baktériumok koziil a gatld hatassal rendelkezok kiszlirése kontakt
inhibiciés teszttel négy, élelmiszerbiztonsagi szempontbdl jelentds patogén
baktérium (Salmonella Hartford, E. coli, L. monocytogenes, és Y. enterocolitica)
ellen.

o A gatld hatassal bird izolatumok azonositdsa gyorstesztekkel ¢s molekularis
biologiai vizsgalatokkal, valamint a torzsek tipizadlasa DNS-alapu eljarassal;

e a gatlas hatterében all6 mechanizmusok felderitése

o protedz aktivitas vizsgalattal;

o sziderofor termelés teszteléssel,

o prodigiozin termelés vizsgalattal;

o Kkitinaz termelés vizsgalattal.

e alegerdsebb gatld hatast mutato torzsek tovabbi vizsgalata:
o sejtmentes feliiluszok vizsgalataval kiilonbozo kezelések mellett,
o egylitt tenyésztéses vizsgalatokkal.
o (Gatlo hatés vizsgalata élelmiszer eredetli Salmonella enterocolitica ellen;
e a gatld hatas kimutatasahoz egyéb modszerekkel torténtd vizsgalatok elvégzése:
o celofanos vizsgélat;
o liofolizéalassal koncentralt feliiliszé hatdsanak meghatarozésa.

e a gatld komponens(ek) vizsgalata kromatografias modszerek segitségével.
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3. Irodalmi attekintés

3.1 Az élelmiszer-biztonsag helyzete napjainkban

Az ¢élelmiszerek biztonsagossaganak folyamatos megléte az egyik legfontosabb tényezd az
¢lelmiszerek eldallitdsa soran, ennek ellenére szamos élelmiszer okozta megbetegedést
regisztralnak évrdl évre. A tarsadalom szdmara okozott veszteségek mellett az élelmiszerek
altal okozott megbetegedések gazdasagi karokat is jelentenek mind az orvosi koltségek, mind
a munkabdl vald kiesés a negativ piaci reakciok és az esetleges jogi kovetkezmények miatt

(Hussain és Dawson, 2013).

Az elfogyasztott élelmiszerekkel szemben tamasztott alapvetd kdvetelmény, hogy azok ne
veszélyeztessék a fogyasztok egészségét. Eppen ezért megfelelden szabélyozott teriiletrél van
sz6 az ¢lelmiszer eldéllitdis minden szegmensében. Az elmult évtizedekben atalakult
fogyasztasi szokasok uj eldallitasi és tartdsitasi technologidk megjelenéséhez vezettek, dm ezek
mellett az élelmiszerekkel Osszefliggésbe hozhatdo megbetegedések szama is nétt (Dedk et al.,

20006).

Az ¢lelmiszer-biztonsaggal kapcsolatban a veszély kifejezést az alabbiakra hasznalhatjuk: az
¢lelmiszerben el6forduld bioldgiai, kémiai vagy fizikai-hatast anyag, vagy az élelmiszer olyan
allapota, amelynek karos egészségiigyi hatasa lehet (Magyar Elelmiszerkonyv, 2003). Szamos,
az ¢lelmiszerekkel Osszefliggésben jelenlévd mikrobiologiai veszély is megjelenhet az ellatasi
lanc soran, amelyek karosak lehetnek az emberi egészségre. Evente tobb millié mikrobiolégiai
eredetli ¢élelmiszer okozta megbetegedés torténik. A mikrobioldgiai veszélyek megjelenésére
tobb tényez0 is hatdssal lehet, az étkezési szokasoktol kezdve az egyéni érzékenységig, vagy
akar a kiilonbozé mikroorganizmus fajok kozotti genetikai anyagok atadasa (Bonham et al.,

2017; Brown és Stringer, 2002).

A WHO szerint (WHO, 2020) kortilbelil évi 600 milli6 megbetegedést okoz a szennyezett
¢lelmiszerek elfogyasztisa, amibdl 420.000 haldlos kimenetelii. A halalozasok kozel 30%-a az
5 év alatti gyermekek csoportjaban torténik, mintegy 125.000 fovel. Ezek az élelmiszerek altal
okozott megbetegedések lehetnek élelmiszer-fertézések vagy élelmiszer-mérgezések. Mind a

két esetben leggyakrabban hasmenéses tiinetekkel jarnak a megbetegedések.
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Az ¢élelmiszerbiztonsagi veszélyek eléfordulhatnak az alapanyagoknal, a feldolgoz6 helyeken,
megjelenhetnek a szallitds és tarolas, ¢s akar az értékesités soran is. Ezért is van sziikség

megfeleld szabalyozasra a teljes ¢lelmiszerlanc mentén (Fellows, 2017).

A Magyarorszagon forgalomba hozhato élelmiszereknek meg kell felelnilik az Eurdpai Unids
¢s a hazai szabalyozasnak egyarant. Az Europai Parlament és a Tandcs altal kiadott rendeletek
kotelezéen vonatkoznak minden tagallamra, koztik hazénkra is. A 178/2002/EK rendelet
tartalmazza az élelmiszerjog altalanos elveit és kovetelményeit, valamint eléirja az Eurdpai
Elelmiszerbiztonsagi Hatosag létrehozasat és az élelmiszerbiztonsagra vonatkozo eljardsok
megallapitasat. A jelenleg érvényben 1év0, az élelmiszerbiztonsagi kockazatok minimalizalasat
célzd jogszabalyok koziil a legfontosabb az Eurdpai Parlament €s a Tanéacs 852/2004/EK
rendelete (2004. aprilis 29.) az ¢élelmiszer-higiéniar6l. A mikrobioldgiailag biztonsagos
¢lelmiszerekkel szemben tdmasztott kovetelményeket az EU 2073/2005/EK rendelete
tartalmazza, tovabbad az ¢élelmiszerekben eldforduld mikrobiologiai szennyezddések

megengedhetd mértékérdl a 4/1998. (XI. 11.) sz. EiiM hazai rendelet ad leirast.

3.2 Elelmiszer okozta megbetegedések az Eurépai Uniéban

Nyolc, zoondzist okozo, a nemzeti hivatalokhoz kotelezéen bejelentendd agenst tart szamon az
Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatésag, amelyek mindegyike élelmiszerrel vagy ivovizzel is
terjed. Ezek a kovetkezok: Salmonella, Campylobacter, Listeria monocytogenes, Shiga-toxin
termeld Escherichia coli, Mycobacterium bovis, Brucella, Trichinella és Echinococcus. A
2021-es évrdl késziilt zoondzis beszamold (EFSA és ECDC, 2022) szerint az Eurdpai Uni6 27
tagallamabol 1099 élelmiszer okozta jarvanyt és 198.377 esetet jelentettek. A 2020-as
adatokhoz viszonyitva majdnem minden esetben nétt a bejelentett megbetegedések szdma, ez
altal az Gsszes esetszam is. Az eredmények korabbi évekhez valo viszonyitasat megneheziti a
2019 ota tartd koronavirus vilagjarvany és az Egyesiilt Kiralysag kilépése az EU-bol. Még a
2016-0s évrol kozzétett osszefoglaloban a bejelentett megbetegedések szama 360.354 volt,
ebbdl 485 haldlos kimenetelli, addig a 2020-as dsszefoglaloban minddssze 187.857 alkalommal
jelentettek élelmiszer eredetli megbetegedést, 16.918 korhazi ellatasra szoruld esettel és 330
haldlos kimeneteli megbetegedéssel. A legfrissebb, 2021-es évrdl szo6lo Osszefoglaldban

talalhato bejelentett zoondzis esetek szdma az 1. dbran lathato.
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1. abra. A 2021-ben bejelentett zoon6zis esetek szdma az Eurdpai Unidban 100.000 fére

vetitve (EFSA és ECDC, 2022)

A bejelentett esetek koziil a legtobb - tobb, mint az dsszes eset 60%-a - kampilobakteridzis volt;
2005 ota mindig ez szerepel az elsé helyen. Ezt kovették egyéb bakterialis megbetegedések,
mint a szalmonellozis, yersiniozis és a STEC altal elidézett esetek. A betegségek sulyossagat
tekintve a liszteriozis és a Nyugat Nilusi virusfertdzések voltak kiemelkeddek, szinte az 9sszes
korhazi apolast igényld megbetegedést e két fertdzés okozta. A megbetegedések stlyossagat

tekintve a liszteridzis allt az €élen, 13,7%-o0s halalozasi arannyal (EFSA és ECDC, 2022).

3.3  Klelmiszer eredetii patogén baktériumok

Az ¢lelmiszerek kozvetitésével okozott megbetegedések lehetnek mérgezések (toxikozis,
intoxikacid) vagy fert6zések (infekcid). Kialakulasukért baktériumok, virusok, parazitdk vagy
kémiai anyagok tehetdk feleldssé, amik a szervezetbe szennyezett élelmiszer vagy ivoviz altal
keriilnek be. Elelmiszer-fertdzések soran az élelmiszerrel bekeriilé mikroorganizmusok a
bélrendszerbe keriilve a bélhamsejtek feliiletén megtapadva kolonizaljdk azokat, és
felszaporodva megtamadjak a bélnyalkahartyat. Elelmiszer-mérgezés esetén a szervezeten
kiviil, az ¢élelmiszerben szaporodik el a koérokozd, és toxint vagy mas anyagcsereterméket

termel, ami elfogyasztds utan a szervezetbe bekeriilve okoz megbetegedést. Toxoinfekcid soran
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az ¢élelmiszerrel elfogyasztott korokozé a bélcsatorndban elszaporodva toxint termel, és ez okoz

megbetegedést (Dedk et al., 2006, WHO, 2020).

Az ¢élelmiszer eredetli megbetegedések leggyakoribb okozoéi a baktériumok (Bintsis, 2017). A
baktériumok patogenitdsa tobb tényez6tdl fiigg. Ilyenek a fert6zd képesség, a
szaporodoképesség, az invazids képesség, vagy a toxintermelés (extracellularis vagy

intracellularis). A patogenitas mértékét a virulencia mutatja (Wilson et al., 2002).

A megbetegedést okozo baktériumok rendelkeznek valamilyen virulenciafaktorral, amely segiti
Oket abban, hogy behatoljanak a gazdaszervezetbe, betegséget okozzanak, és elharitsak a
gazdaszervezet védekezését (Peterson, 1996). A patogén baktériumok virulencia faktorai
altalaban csak adott fajra jellemzdek, mint példaul az enterotoxin termelés bizonyos E. coli

fajoknal (Cobo, 2022).

A WHO (2020) adatai alapjan a megbetegedést okozo baktériumok koziil a Salmonella, a
Campylobacter és az enterohemorragias E. coli birnak a legnagyobb jelentséggel, ezek
okozzdk a bakterialis megbetegedések tilnyomo tobbségét. Evente tobb millid embert
érintenek az altaluk okozott betegségek, amik altalaban gasztrointesztinalis tiinetekkel jarnal,
de sulyosabb esetben haldlos kimeneteliiek is lehetnek. Emellett a L. monocytogenes altal
okozott megbetegedések is nagyobb figyelmet kapnak, mert bar az esetszamuk nem til nagy,
de az okozott megbetegedés gyakran sulyos vagy haldlos kimeneteli, kiilondsen a veszélyeztett

csoportok (YOPI) korében (WHO, 2020).

3.3.1 Salmonella enterica

Az Enterobactericiae csaladba tartoz6 szalmonelldk nemzetségébe harom faj tartozik, a S.
enterica a S. bongori és a S. subterranea. A szalmonella tipusfajként szamon tartott Salmonella
enterica faj az egyik leggyakoribb élelmiszer-fertdzést okozo baktérium (Bintsis, 2017; Crump
¢s Wain, 2017; Shelobolina et al., 2004). A szalmonelldk Gram-negativ palca alakt enteralis
kérokozok, amelyek 5-47 °C kozott képesek szaporodni, optimumuk 32-35 °C-on van.
Vizaktivitas igénytiik 0,94-0,99, pH optimumuk a semlegeshez (pH 6,5-7,5) kozeli, de pH 4-9
kozott is képesek a tulélésre (Jajere, 2019).

A Salmonella ubiquiter baktérium, igy szadmos allatban, koztik vagoallatokban is

megtelepedhet. Egyes szerotipusai 4altalanosak, némelyek azonban meghatarozott
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gazdaszervezetekre korlatozoédnak. A Salmonella nemzetség tobb mint 2600 kiilonb6zd

szerotipust tartalmaz (Jajere, 2019).

Az ¢élelmiszerek szennyezddhetnek iirtilékbdl szarmazd szalmonelldkkal, aminek kozvetitdje
lehet viz, talaj és a novényzet is. A hiisok a vagas ¢s feldolgozas soran keriilhetnek kapcsolatba
az allat bélsarabol szarmazo6 korokozoval. Mivel a szalmonella nem képes szaporodni 4-5 °C
alatt, ezért fontos a kész élelmiszerek megfeleld hiitése. Az élelmiszerek kozvetitésével
eldidézett megbetegedésekkor tobb mint 103-10° sejt sziikséges, hogy bejusson a szervezetbe.
Leggyakrabban allati eredetti élelmiszerek okoznak megbetegedést, féleg a toltelékes
huskészitmények és a tojassal késziilt hidegkonyhai ételek, de barmilyen élelmiszer
szennyezddhet, ha nem megfeleldek a higiénias koriilmények (Dedk et al., 2006; Ehuwa et al.,

2021).

Sok megbetegedésért felelds a Salmonella enterica subsp. enteric serovar Typhimurium, de az
EU-ban megel6zi esetszamban az Enteritidis szerovarians (Hernandez et al., 2012; Popa és

Papa, 2021). Néhany esetben azonban eléfordul mas szerovarians altali megbetegedés is.

2021-ben az EU-ban tortént zoonodzis okozta megbetegedések 14,6%-aért Salmonella volt
felelds, ezzel ez a masodik leggyakrabban bejelentett korokozo a legfrissebb adatok alapjan,
emellett a bejelentett esetek szamaban ndvekedés volt megfigyelhetd a 2020-as évhez képest
(EFSA ¢és ECDC, 2022). Jelenleg is folyamatban van az EU-ban egy 2017 6ta tart6 S. Virchow
ST16 altal kozvetitett megbetegedés sorozat, ami feltételezetten fertdzott brojlercsirkékbdl
késziilt kebab fogyasztasra vezethetd vissza, azonban még tovabbi megbetegedések varhatoak,

amig a korokoz6 pontos forrasa tisztdzasra nem keriil (ECDC és EFSA, 2023).

A munkam soran hasznalt szerovarians, a Salmonella Hartford altal 1998-ban pasztorizalatlan
narancslé okozott jarvanyt (Cook et al., 1998), 2010-ben egy mexikdi étteremlancnal tortént
jarvanyos megbetegedés (CDC, 2010), még 2014-ben szennyezett organikus csiraztatott chia
por miatt torténtek megbetegedések (Harvey et al., 2017). Ezeken feliil a kdzelmultban is ezt a
szerovarianst azonositottdk mint jaranyért felelds dgenst az USA-ban, de ennek a részletesebb

vizsgalatarol még nem érhetdek el eredmények (FDA, 2023).
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3.3.2 Escherichia coli

Az E. coli faj az Enterobacteriaceae csalad tagja. Nem sporaképzé Gram-negativ palca alaku
baktérium, amely képes lehet mozgasra is. Szamos torzse flagellumokkal is rendelkezik.
Mezofil, fakultativ anaerob mikroorganizmus, az egyszeri cukrokat képes fermentalni. pH
optimuma 6-8 kdzott van, de pH 4,4-9 kozott is életben maradhat (Bintsis, 2017; WHO, 2018).
Szaporodasahoz korabbi megfigyelések alapjan 37 °C az idealis hdmérséklet, am a Gonthier és
munkatarsai (2001) altal publikalt eredmények ezt nem tamasztottdk alad, megfigyeléseik

alapjan ugyanis a 40-41 °C volt idedlis az altaluk vizsgalt 32 E. coli térzs szamara.

Nagy szamu E. coli baktérium van jelen koriilottiink. Ezek koziil a legtobb veszélytelen, van
azonban koztik néhdny human patogén, amelyek kiilonboz6é tulajdonsagaik révén - mint
példaul a toxintermelés - képesek megbetegedéseket okozni. A kolibaktériumként is ismert E.
coli az ember, a melegvérii allatok és kétéltiiek bélcsatornajanak is természetes tagja (10°
sejt/g), igy a fekalids szennyezettség kimutatdsdra, mint indikdtor mikroorganizmust is
hasznaljak. Patogenitasuk alapjan kilenc kiilonb6z6 csoportba sorolhatéak a humanpatogén E.
coli baktériumok, melyek koziil az alabbi hét okoz enterdlis megbetegedést: EPEC
(enteropatogén E. coli), EHEC (enterohemorragiés E. coli, vagy Shiga-toxin termel6 E. coli),
ETEC (enterotoxigén E. coli), EIEC (enteroinvaziv E. coli), EAEC (enteroaggregativ E. coli),
AIEC (enteroadheziv E. coli) és DAEC (diffuzivan tapadd E. coli). A leggyakrabban
megbetegedést 0kozo E. coli a Shiga-toxin termeld (STEC) O157:H7 torzs. Hasmenéssel, véres
hasmenéssel jaré tiineteket valt ki, sulyosabb esetben ugynevezett hemolitikus urémids
szindroma (HUS) is kialakulhat. Nem kelléen hdkezelt husok, tejtermékek, szamos esetben

z0ldségek vagy ivoviz is lehet a fert6zés forrasa (Bintsis, 2017; Pakbin et al., 2021).

Az EU zoonozisokrol késziilt riportja alapjan az latszik, hogy a 2020-as évhez viszonyitva
jelentds mértékben nétt a bejelentett STEC esetek szdma: 36,9%-kal tobb fertézést regisztraltak
2021-ben, és ez volt a negyedik leggyakoribb zoondzisos megbetegedést okozo élelmiszer

eredetli korokoz6 (ECDC és EFSA, 2023).

Europa utolsé sulyos E. coli jarvanya 2011-ben volt, amelynek korokozoja a Shiga-toxin
termelé EHEC, az E.coli O104:H4 torzs volt. Ebben a jarvanyban szennyezett gorogszéna csira
volt a megbetegedés elsddleges terjesztdje. A jarvany sordn sok esetben alakult ki HUS és a
halalozasok szama is magas (53) volt, aminek kovetkeztében az emberek bizalmatlanna valtak
a salata félék irant, ezaltal a piacon is érezhetden visszaesett ezen termékek irant a kereslet

(Burger, 2012).

16



3.3.3 Listeria monocytogenes

A Listeria fajok koziil a Listeria monocytogenes rendelkezik a legnagyobb ¢élelmiszerbiztonsagi
kockazattal , azonban az elmult évtizedekben tett megfigyeléseket kdvetden a L. ivanovii is

opportunista humanpatogén kérokozoként van szamontartva (Guillet et al., 2010).

A L. monocytogenes egy Gram-pozitiv, palca alakd, a természetben altaldnosan eléfordulo
baktérium. Széles hdmérséklet tartomanyban (1-45 °C) életképes, €s sotlirOképessége is magas
(akar 10% NaCl jelenlétében is életben marad) (Liu et al., 2005). Hiitott koriilmények kozott is
képes a szaporodasra, a szaritast és a fagyasztast is tuléli, azonban hdékezeléssel, pasztordzéssel
elpusztithatd. Ezen tulajdonsagai miatt a L. monocytogenes altal okozott liszteridzisos
megbetegedések egyik f6 forrasai az ugynevezett RTE - ready to eat, azaz fogyasztasra kész -
¢lelmiszerek lehetnek, ezek ugyanis nem igényelnek hdkezelést fogyasztas eldtt. Az ilyen
termékek, elkészitésiik utan, a csomagolas el6tt szennyezddhetnek a baktériummal ami a hiitott
tarolas alatt képes a szaporodasra, igy okozva megbetegedést. Emellett a pasztorizalatlan tej és
tejtermékek, hustermékek, mosatlan zoldségek ¢és gyiimdlcsok lehetnek még a fertzés forrdsai

(Chlebicz és Slizewska, 2018; Bintsis, 2017).

A liszteriozis kialakulasa enteralis iton torténik, de nem minden esetben gasztrointesztinalis
tiineteket okoz. El6fordulasa bar ritkabb, lefolyasa sulyosabb, 25-30%-os mortalitassal
rendelkezik. Kiilondsen a veszélyeztetett YOPI csoportra jelent nagy kockézatot (Chlebicz és

Slizewska, 2018; Bintsis, 2017).

Az EU-ban a liszteriozis volt az 6todik leggyakoribb zoono6zisos megbetegedés 2021-ben, a
halalozési ratat tekintve azonban az elsd helyen all a megbetegedések kozott. Listeria-val
leggyakrabban RTE termékek — hal hus ¢és tejtermékek- voltak szennyezettek, ezek sok esetben
még forgalomba hozatal el6tt kiszlirhetdek voltak A Listeria altal okozott megbetegedések
nagyobb veszélyt jelentenek az iddsekre €s a kronikus betegségekben szenveddkre, ami Eurdpa

oregedd népességére nézve évrol évre fokozodo kockazatot jelent. (ECDC ¢és EFSA, 2023).
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3.3.4 Yersinia enterocolitica

A bélbaktériumok (Enterobacteriaceae) csaladjaba tartozd Yersinia nemzetség 26 ismert
fajabol (LPSN, 2023) a Y. enterocolitica az, amely ¢élelmiszer-fertdzéseket okozhat. Kokkoid
vagy rovid palca alaki Gram-negativ aerob, vagy fakultativ anaerob baktérium. Pszichrotrof (0
-45 °C), a fagyasztva tarolast is képes hosszu ideig tlélni, és 4 °C-on is képes a szaporodasra.
22-25 °C-on peritrich csillés, 37 °C-on azonban csillotlan. A kdrnyezetben eléfordul szabad
vizekben, emldsallatok béltraktusaban, kecsketejben, sok esetben tejtermékek, fagylaltok és
hasok okoznak enteralis megbetegedéseket (Bintsis, 2017; Chlebicz és Slizewska, 2018; Deak
et al., 2006).

A'Y. enterocolitica a harmadik leggyakoribb human megbetegedést okoz6 zoondtikus kdrokozo
az EU-ban (ECDC és EFSA, 2023), allatokbol, leggyakrabban sertésekbdl keriil izolalasra
(Aziz és Yelamanchili, 2023). 2019-ben Y. enterocolitica O3-ként azonositott korokozé okozott
megbetegedéseket Danidban és Svédorszagban. A fert6zott élelmiszer friss spendt volt, ami
felhivta a figyelmet arra, hogy nemcsak 4llati eredetli élelmiszerek okozhatnak yersiniosist

(Espenhain et al., 2019).

3.4 Elelmiszer tartositas

Az ¢élelmiszerekben kiilonb6zé mikrobak vannak jelen, amelyek természetes részei azoknak,
adott esetben még technologiai funkcidval is birnak, mint példdul a joghurtokban,
kolbaszokban vagy egyéb fermentalt készitményekben. Mindazonaltal nem minden
mikroorganizmus jelenléte kivanatos az élelmiszerekben: van, amelyik romlést okoz, és van
olyan, amely az elfogyasztasat kovetden, vagy az altala termelt toxin révén megbetegedést idéz
el6. Az élelmiszer feldolgozasi lanc sordn szamos ponton lehetnek jelen mikrobiologiai
veszélyek (Sancho-Madriz, 2003). A jo higiéniai gyakorlatok csdkkenthetik a szennyezettség
mértékét, de a patogének elpusztitdsat vagy gatlasat a megfeleld nyersanyag kezelés mellett a
tartosito eljarasok hasznélata biztosithatja. Szamos jol bevalt hagyomanyos tartosito eljaras
1étezik. Koziiliik is a legelterjedtebb a hdkezelés, amivel magasfokt mikrobioldgiai biztonsagot
is el lehet érni, de hatasara megvaltozhat vagy bizonyos esetekben csokkenhet a kezelt
¢lelmiszer mindsége. Az élelmiszerek fagyasztasa és a hiitve tarolasa szintén jelentds tartdsitd
technologia, ami az igy kezelt élelmiszerek taplalkozasélettani mindségét kevéssé befolyasolja,

azonban a fagyasztds soran keletkezd jégkristalyok az élelmiszer fizikai struktirdjat
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megvaltoztathatjak, emellett a hdkezeléshez hasonloan szintén nagy energiaigényii eljarasrol

van sz6 (Amit et al., 2017; Farkas, 2001; Allan-Wojtas et al., 1999).

A fizikai eljarasok mellett kémiai tartdsitdssal is ndvelhetd az élelmiszerek eltarthatdsaga és
biztonsaga. A kémiai tartdsitdszerek olyan anyagok, amelyek kis mennyiségben keriilnek az
¢lelmiszerekbe, igy nem, vagy legfeljebb nagyon kis mértékben valtoztatjdk meg annak
érzékszervi ¢és fiziko-kémiai tulajdonsagait. Csupan néhany engedélyezetten felhasznalhato
kémiai tartositoszer 1étezik, és ezeknek a felhasznaldsi moédjat is szigoruan szabalyozzak
(Dauthy, 1995, EFSA, 2023). A fogyasztoi elvarasok az utobbi idében azonban a minél
kevesebb tartositoszert tartalmazd termékek -elterjedésének kedveznek, ezzel a kémiai
tartositast hatrébb szoritva ujabb, természetesebbnek itélt technoldgiak bevezetését eldsegitve

(Mesias et al., 2021; Mclntyre et al., 2007).

A folyamatosan valtozd fogyasztoéi igények egyre inkabb olyan kényelmi élelmiszerek
megjelenését szorgalmazzak, amelyek minél magasabb mindségben, minél frissebb,
természetesebb €s egészségesebb formaban elérhetdek. Tovabba az élelmiszerek biztonsaga, a
hozzajuk kapcsolhatdé megbetegedések elkeriilése is egyre jobban teret kap a fogyasztoi
szempontok kozott, ezek mind jabb tartdsitasi eljardsok megjelenését teszik sziikségessé
(Gould, 1995). Emellett a kiilonb6zd tartositd eljarasok kombinalasaval is jo6 mindségl, a

fogyasztoi igényeknek megfeleld termékeket lehet késziteni (Singh és Shalini, 2016).

Szdmos olyan élelmiszer van, mint a friss zoldségek és gylimolesok, minimalisan feldolgozott
¢lelmiszerek, vagy a RTE termékek, ahol a hagyomanyos tartosito eljarasok, mint a hdkezelés,
fagyasztds, szaritds, sozds, a termékek jellegébdl adodéan nem hasznalhatdéak. A kémiai
tartositoszerek minimalizalasa mellett a fogyasztoi igények egyre inkébb a frissebb, kevésbé
feldolgozott élelmiszerek iranyaba tolodnak, ezzel hatast gyakorolva az élelmiszeripar, azon
beliil a tartdsito eljarasok fejlesztési iranyaira. Ennek hatéséara a 20. szdzadban megjelentek 1j
tartosito eljarasok is, mint az ionizald sugarzas, a nagy hidrosztatikus nyomast (HHP-high
hidrostatic pressure) kezelés, vagy a pulzalé elektromos térerével (PEF- high voltage electric
field pulses) torténd tartositas (Mesias et al., 2021; Farkas, 2001). A fizikai eljarasok mellett a
bioldgiai kontroll, mint potencidlis tartdsitasi eljaras is egyre kutatottabbd valt, és napjainkban

is egyre szélesebb korli az alkalmazhatosagéanak feltérképezése.
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3.5 Biologiai kontroll

A Dbiologiai kontrollt (réviden biokontrollt), mint eljarast az élelmiszer feldolgozéds soran
elsdként novényeknél, kartevok ellen alkalmaztak (Galvez et al., 2010). Mint kiméletes
tartosito eljaras, alternativat jelenthet a friss és egészséges élelmiszerek, a tartdsitdszer mentes
¢lelmiszerek, valamint a RTE termékek eldallitasanal, emellett a fentarthatobb élelmiszeripar

koncepcidjaba is beleillik (Bale et al., 2007).

A biokontroll definici6 szerint egy meghatarozott szervezet alkalmazasa egy masik szervezet
populacié stirtiségének csokkentése végett (Bale et al., 2007). Alkalmazasa a novényvédelem
terliletén nem uyjkeletli (Rosello et al., 2013), de az élelmiszereknél is eléfordul régmultra
visszatekintd hasznélata, ha a tejsavbaktériumok altal fermentacidval eldallitott termékekre
gondolunk. A biokontroll tehat olyan kolcsonhatdsokon alapszik, amelyek esetén egy szervezet

gatolni tudja egy masik szervezet élettevékenységét.

egyiitt fordulnak eld, igy mindig valamilyen kdlcsonhatasban élnek egymassal (Dedk et al.,
2006) (1. tablazat). Ennek koszonhetden a természetben és az élelmiszereken természetesen
eléforduldé mikroorganizmusok jo forrasai lehetnek kiilonb6zd patogének ellen hatasos
mikrobdknak (Oliveira et al., 2015). A mikrobak biokontroll mechanizmusaként megemlithetd
kolcsonhatasok a vetélkedés, a parazitizmus €és az amenzalista interakciok, amelyeknél
valamiféle antagonista hatds 1ép fel valamely populacioval (adott esetben mindkettdvel)
szemben. Biokontroll organizmusként hasznalhatéak baktériumok, gombak, fonalférgek,

rovarok, atkak és virusok is (Belak, 2014).

A biologiai kontroll a tisztitd és fert6tlenitd eljarasokndl is alternativ megoldas lehet (Vandini

et al., 2014; Gray et al., 2018), amely az élelmiszerek eldallitdsa soran kaphat szerepet.

Az ¢lelmiszerek biztonsagosabba tételét szem eldtt tartva kiilonbozé biokontroll
mechanizmusokkal kisérleteznek, mint a bakteriofagok és endolizinek (Bai et al., 2016),
mikroorganizmusok kozotti versengés, vagy védo kultirdk hasznalata (Hossain et al., 2017;

Mclntyre et al., 2012)
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1. tablazat: Mikroorganizmusok kozotti kolesonhatasok (Forras: Deék et al, 2006)

Interakcio 1. faj 2. faj Megjegyzés
Neutralis 0 0 Egyik faj sem hat a masikra; ritka
Kommenzalista + 0 Egyikre hasznos, masikra k6z6mbos
Mutualizmus + + Kolcsonosen elényods, nagyon jelentds; laza

egyiittéléstdl a szimbiozisig terjed

Vetélkedés - - Mindkét fajra hatranyos, igen gyakori
Parazitizmus + - Egyikre elény0s a masik karara; gyakori
Amenzalista - 0 Egyikre hatranyos, de a masikra sem

elényds

Egy Blackburn és mtsai (Blackburn et al., 2016) altal publikalt cikk alapjan a mezégazdasagban
alkalmazott biologiai kontroll modszerek négy csoportba sorolhatok: klasszikus, inundativ,
inokulativ €s konzervalo. A klasszikus esetben a kartevd természetes ellenségét hasznaljak fel
egy olyan helyre telepitve, ahol eddig nem volt jelen, hogy a kartékony organizmust
visszaszoritsa, azzal a varakozassal, hogy az odakeriilt biokontroll organizmus képes lesz az 4j
kornyezetben hosszutavon fennmaradni. Inundantiv esetben a természetes kontroll organizmust
nagy mennyiségben a kartevd ellen egyszerre felhaszndlva, hossztava hatas nélkiil azonnali
kontrollként alkalmazzdk; ennek a mechanizmusa hasonlit leginkdbb a kémiai szerek
hatasédhoz. Inokulativ biologiai kontroll esetén a kartevd természetes ellenségét alkalmazzak, a
klasszikus ¢és az inundantiv alkalmazés koztes verzidjaként ugy, hogy valamennyi biokontroll
organizmust felhasznédlva annak iddszakos jelenlétét feltételezve, bizonyos intervallumonként
megismétlik az eljarast. A konzervalé bioldgiai kontroll esetében pedig a kartevod
kornyezetében megtalalhatd természetes ellenségeit igyekeznek ovni, hogy hatdsukat minél

inkéabb ki tudjak fejteni.

Stenberg €s mtsai (Stenberg et al., 2021) az élelmiszeriparban alkalmazhatd biologiai kontrollt
két csoportra osztjak: €16 (biokontroll szervezetek) és nem €10 (természetes alapt vegyiiletek)
bioldgiai védekezést kiilonitenek el. Biokontroll szervezetek hasznélata soran él6 szervezeteket
— baktériumokat, gombakat, nematddakat, rovarokat, atkékat, illetve virusokat — alkalmazunk
mas szervezetek gatldsara, mig természetes alapu vegyiiletek hasznalata sordn ndvényi

extraktumokat és szemiokemikalidkat lehet alkalmazni (2. 4bra).
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2. abra Biokontroll az élelmiszeriparban (Forras: Beldk, 2021)

3.5.1 Biologiai kontroll mechanizmusok

Mclntyre és mtsai (Mclntyre et al., 2007) alapjan az ¢élelmiszerekben torténd bioldgiai
védekezés lehetséges jeloltjei kozé tartoznak a bakteriofagok, bakteriocinek, szideroforok,
quorum sensing, organizmusok kozotti versengés, valamint kiilonb6zé mikroba €s novényi

eredetl antimikrobas szerek.

A baktériumok ellen alkalmazhat6 bioldgiai kontrollokat az aldbbiak szerint lehet

csoportositani (Beldk, 2014; Faust és Raes, 2012; Weiland-Briuer, 2021):

e bakteriofagok: olyan virusok, amelyek csak baktériumok fertézésére képesek. Az
¢lelmiszerekben valo felhasznéldsra szant fdgoknak erdsen litikusnak kell lenniiik (Kazi
¢s Annapure, 2016). Alkalmazasuk széleskorlien és szigoruan szabalyozott: széles
gazdaspektrummal kell rendelkezniiik, kelléen virulensek legyenek, felszaporitasuk
nem patogén gazdaszervezetben torténjen, teljes genomszekvenciajuk ismeret legyen,
képtelenek legyenek a nem-viruseredetii bakteridlis DNS-t transzformani, ne
tartalmazzanak patogenitast vagy potencidlisan allergén fehérjéket kddolod géneket,
GRAS statusszal rendelkezzenek, legyenek stabilan és nagy mennyiségben eldallithatok

és tarolhatok.
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parazita baktériumok: itt a Gram-negativ Bdellovibrio nemzetség tagjait érdemes
megemliteni, amik mas Gram-negativ baktériumokon folytatnak ragadozé életmodot.
Szamos novény- €s humanpatogén baktérium ragadozoja (pl: E. coli, Salmonella), de

az emberre nézve nem patogén (Shimkets, 2015; Bratanis et al., 2020) (3. ébra).
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3. dabra. A Bdellovibrio bacteriovorus parazita életméddot folytatd baktérium életciklusa

(Forras: Shimkets, 2015)

védokulturak hasznalata: els6sorban a tejsavbaktériumok és Bifidobacterium torzsek
alkalmazésat jelenti. Nem szamit 0j eljarasnak, ha a fermentalds hagyomdnyara
gondolunk. Hasznalatukkor az eltarthatésdg novelése mellett fontos szempont az
izkialakités is. A véddkulturdkkal szemben tamasztott kovetelmények az aldbbiak: ne
legyen egészségiigyi kockazatuk, ne termeljenek toxint, legyenek mentesek az emberi
egészségére karos biogén aminoktol és egyéb metabolitoktol, ne legyenek patogének,
pozitiv hatdssal legyenek a termékre, adaptalodjanak a termékhez/szubsztrathoz, védo
funkcidéval rendelkezzenek, adott paraméterek kozotti metabolikus aktivitassal
rendelkezzenek (tejsav termelés gaztermelés nélkiil), versenyképesség az eredeti
mikrobiotaval, specifikus enzimaktivitas (husoknal: nitrat reduktaz, kataldz), ne
legyenek negativ (érzékszervi) hatdssal a termékre GMP korlilmények kozott (nincs
sav-, gdz-, nyalkatermelés), rossz koriilmények kozott indikatorként funkcionaljanak
(Fischer és Titgemeyer, 2023).

antimikrobas metabolitok: lehetnek szerves savak, CO,, H»0O, kismolekulaja

metabolitok (reuterin, diacetil, zsirsavak), vagy akar szideroforok is (Braga et al., 2016).
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e quorum sensing: a baktériumok kommunikacidja kiilonbozd ¢él6 szervezetekkel.
Sejtjelzés, ami kis jelzOmolekuldk detektalasa altal iranyitja a baktériumok 6sszehangolt
viselkedését. Ilyenek lehetnek a feliilethez tapadas, biofilm képzés, virulencia faktorok
kifejez6dése vagy a masodlagos anyagcseretermékek eldallitdsa (Braga et al., 2016;
Farkas és Mohacsiné Farkas, 2014).

e versengés: torténhet tdpanyagokért vagy specifikus kdtéhelyekért, jelentheti kiilonbozo
gatloanyagok termelését vagy az immunrendszer stimulalasat is (Belak, 2014, Weiland-

Bréuer, 2021).

3.5.2 Biokontroll az élelmiszeriparban

Az évezred elején még nem voltak széleskorlien elterjedtek az olyan -élelmiszer eredetii
patogén mikroorganizmusok ellen biokontrollként hasznalhatd- mdodszerek, mint az antagonista
baktériumok és versengés (Farkas, 2001). Ennek egyik oka lehet, hogy nehézkes a biokontroll
agensek olyan termékké alakitasa, amelyek a piacon is megalljak a helytiket. Ha nem sikertil
megvalositani a folyamatos és egyenletes mindséget nem tal draga eldallitasi koltségek mellett,
anagyobb volument eldallitds nem valosul meg. Ezen okokbol korabban sokszor mar a kutatési
szakaszban megrekedtek ezek a kezdeményezések (Cook, 1993). Azonban egyre tobb
publikécié jelent meg a témaban annak kdszonhetden, hogy a biokontrollt potencialis tartositd
eljarasnak tekintették, ami még inkabb alkalmazhato lehet egyéb eljarasokkal kombinalva, mint
a hiités vagy a fagyasztas (Farkas, 2001). A kutatasoktdl pedig eljutott a kiilonb6z6 biokontroll
mechanizmusokon alapuld termékek fejlesztése odaig, hogy napjainkban mar az iparban is
alkalmazhat6 termékek kaphatoak a piacon, amelyekrdl a tovabbiakban részletesebben is szo

lesz.

A természetes antimikrobidlis anyagok, mint példaul a bakteriocinek alkalmazasa qj
technologidkkal kombinalva tjabb lehetdségeket kindl a patogén baktériumok elleni
kiizdelemben, javitva az ¢élelmiszer-biztonsdgot €s -mindséget (Galvez et al., 2010). A
kiilonb6z6 biokontroll mechanizmusok felhasznaldsa gat technologia részeként hatékony
tartosito eljaras lehet. Fizikai tartdsitdo eljarasokkal egyiitt alkalmazva kiméletes tartositd
moddszerként minimalisan befolyasolja a kezelt élelmiszer beltartalmi jellemzdit és érzékszervi

tulajdonsagait (Abdelhamid és El-Dougdoug, 2020).

Akar feliuletek fert6tlenitésére is hasznalhatéak lehetnek kiilonb6ozé  biokontroll

mechanizmusok (Kazi és Annapure, 2016). Az antagonista mikroorganizmusok 4ltal termelt
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extracellularis metabolitok biofertétlenitoként hasznalhatok az élelmiszer-feldolgozo
tizemekben, ezaltal csokkentve az elfogyasztott ¢lelmiszerek mikrobialis kockéazatat. Erre példa
egy harom tejsavbaktérium torzset (két Carnobacterium maltaromaticum, €s egy Enterococcus
mundtii) és nizint tartalmazo feliiletfert6tlenitd, amit Twele és munkatarsai (Twele et al., 2010)

szabadalmaztattak és L. monocytogenes elleni védekezésre javasolnak.

Szamos bakteriofaggal végzett kutatds eredménye alapjan elmondhatd, hogy a bakteriofagok
alkalmazésa akdr human megbetegedések esetén is opcio lehet. Ezeken feliil élelmiszeripari
alkalmazasuk is jelentSs teret kaphat. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban tobb FDA altal
jovahagyott fag készitményt is nyilvantartanak, amelyeket kiilonb6zd élelmiszer eredetii
patogén baktériumok ellen lehet alkalmazni. Ilyenek a L. monocytogenes ellen hatékony
ListShield™ (Intralytix, Inc., Baltimore, Maryland, USA) vagy a Listex P100 (Micreos Food
Safety, Wageningen, The Netherlands), az E. coli O157:H7 ellen hatisos EcoShield™
(Intralytix, Inc., Baltimore, Maryland, USA), vagy a Salmonella ellen hasznalhat6 SalmoFresh
(Intralytix) (Bai et al., 2016). Sok kutatds foglalkozik a bakteriofagok ¢élelmiszeripari
hasznosithatosagaval (Garvey, 2022). Europaban is folynak ilyen irdnyt termékfejlesztések
(példéul az el6bb emlitett Listex 100), azonban az EU-ban szabalyozas hianyaban egyel6re nem

hasznalhat6 semmilyen fag készitmény.

Megtalalhatoak a piacon egy¢éb, kereskedelmi forgalomban mar egy ideje jelenlévd biokontroll
hatdsmechanizmusu termékek, mint példaul a DuPont Nutrition & Biosciences altal
forgalmazott HOLDBAC termékcsalad, amelynek kiilonb6zd tagjai huisok, huskészitmények,
tejtermékek ¢és fermentdlt novényi alapti termékek esetében kinalnak kiilonbozo
mikroorganizmusok ellen hatékony véddkultirakat. Termékeik kozott vannak élesztok és
penészek ellen, L. monocytogenes ellen, vagy akar heterofermentativ laktobacilluszok ellen

alkalmazhat6 kulturdk is (Holdbac, 2023).

3.5.2.1 Biokontroll hasznalata zoldségek és gyiimolcsok esetében

Szakirodalmi forrasok alapjan a legtobb alkalmazasi lehetdség, kutatas a zoldség-gylimolcs
termékcsoportban torténik a biokontroll alkalmazhatosagaval kapcsolatban (Janisiewicz et al.,
1999; Alegre et al., 2012; Leverentz et al., 2006; Trias et al., 2008; Alegre et al., 2013; Rosello
et al., 2013; Dukare et al., 2019) kdszonhetden tobbek kozott a betakaritds utani veszteségek
minimalizaldsara valo torekvésnek €és a természetesebb tartositasi eljarasok iranti igényeknek

(Droby et al., 2016; Mesias et al., 2021).
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A gytimdlcsoket altaldnossagban élelmiszerbiztonsagi szempontbdl nem tartjak kockézatosnak
kis pH értékiik és savassaguk miatt. Azonban alma- és narancslé altal okozott E. coli O157:H7
¢s Salmonella spp. jarvanyok ennek ellentmondva ravilagitottak arra, hogy ezek a termékek is
lehetnek patogén mikroorganizmusok forrasai. Ezt laboratoriumi koriilmények kozott vizsgalva
igazoltdk is, ahol az alma és narancslé pH-javal egyezd, bogyos gyilimolcsbol készitett
gyiimélcslében és piirében is képes volt az E. coli O157:H7 és Salmonella spp. a tilélésre. Igy
fontos szem elGtt tartani, hogy akar a szennyezett vizzel vald ontdzés, akar a nem megfeleld
tragyazasi gyakorlat, de még a feldolgozas is olyan Iépés lehet, amelyek sordn patogén
baktériumok keriilhetnek a gylimdlcsre, és ha azok a fogyasztasig ¢letképes maradnak, akkor

megbetegedést okozhatnak (Zhao, 2005).

A gylimolcsok betakaritas utdni gombas megbetegedései jelentds gazdasagi veszteséget
jelentenek, emellett az egyes gombak altal termelt mikotoxinok egészségligyi kockazattal is
birnak, akar kozvetleniil elfogyasztva a gylimélesot, akar a beldliik feldolgozva késziilt
¢lelmiszerek altal. Leggyakrabban szintetikus kémiai fungicideket hasznalnak ilyenkor, de a
fogyasztok természetesebb élelmiszerek irdnti igénye miatt a biokontroll hasznélata is el6térbe
keriilt (Sui et al., 2016). A kutatasok ezért ebben az irdnyban széleskoriiek, és gyakran
kiilonbozo élesztOk azok, amik a betakaritas utdni veszteség csokkentésében a segitségiinkre
lehetnek, biokontroll organizmusként hasznalva 6ket (4. dbra) (Nadai et al., 2018). A frissen
fogyasztott, vagy minimalisan feldolgozott fogyasztdsra kész zoldségek és gyiimolesok
esetében a patogén baktériumok biofilm képzésének megakadalyozasara is hasznalhatoak
biokontroll ~mddszerek, mint a  bakteriofagok, kiilonb6z6  mikroorganizmusok
anyagcseretermékei, enzimei, bakteriocinek vagy tejsavbaktériumok. A biokontrollt
valamilyen tartdsito eljarassal, mint példaul egy fizikai modszerrel kombinalva a zldség- és
gylimodlcstermékek hosszabb ideig biztonsdggal eltarthatdak maradnak az érzékszervi

tulajdonsagaik megvaltozasa nélkiil (Mendoza et al., 2022).

26



4. abra. Starmerella bacillaris sejtek altal visszaszoritott Penicillium expansum
novekedés Golden Delicious alméakon 25 °C -on 7 napos inkubéciot kovetden

(kontroll balra) (Forras: Nadai et al., 2018.)

3.5.2.2 Biokontroll haszndlata husoknal és huskészitmenyeknél

Biologiai kontroll alkalmazasa soran sokszor csak a biokontroll mikrobdk géatlé hatasu
metabolitjait hasznaljak fel a kivant hatés eléréséhez. Kiillonb6z6, GRAS statusszal rendelkezd
tejsavbaktériumok anyagcseretermékeit gyakran vizsgaljadk ilyen célokbol. Husok és
hustermékek esetében a csomagoloanyagoknal alkalmazott Lactobacillus-ok éltal termelt
bakteriocinek igéretesek, mivel képesek a RTE és feldolgozott termékekben gyakran eléfordulo
L. monocytogenes szaporodasdnak visszaszoritasara (Castellano et al., 2017; Martin et al.,

2022).

A RTE termékek mellett a kiilonbdzd fermentéalt huskészitmények, kolbaszok esetében is
talalunk példat a biokontroll alkalmazasara. Akéar bakteriocinekkel, akéar véddkulturak
alkalmazasadval olyan termékek allithatok eld, amelyek biztonsagosak, ¢és kevesebb
tartositoszert tartalmaznak a mai napig er6s6do fogyasztéi igényeknek megfelelden (Oliveira
etal., 2018). A fermentalt és szaritott hiistermékeknél gyakran el6forduld Penicillium nordicum
altal termel ochratoxin A szennyezettség csokkentésére is eredményesnek bizonyultak

kiilonb6z6é biokontroll torzsek. Simoncini és munkatarsai (Simoncini et al., 2014) szaritva

27



pacolt sonkak esetében sikeresen alkalmaztak Debaryomyces hansenii élesztot a P. nordicum
szennyezettség csokkentésére, még Cebrian és munkatarsai (Cebrian et al., 2022) fermentalt
szdraz kolbaszok esetében kaptak hasonlé eredményeket D. hansenii egyediili és

Staphylococcus xylosus-szal egyiitt torténd alkalmazasakor.

A bakteriofagok potencialis alkalmazhatosagat €16 allatokkal végzett kisérletek soran is
igazoltak. Ezzel az antibiotikumok haszndlata csokkenthetd, igy a multirezisztens baktériumok
szaméanak novekedése is mérsékelhetd. Tobb kutatds soran sikeresen szoritotta vissza fag
koktélok alkalmazésa olyan zoonozist okozd patogének szaporodasat €16 allatok kdzott, mint a
Salmonella, az E. coli vagy a Campylobacter. Emellett feliiletfertdtlenitésre is bizonyitottan

hatékonyak, amelynek elonye az allatok feldolgozasa sordn keriilhet eldtérbe (Atterbury, 2009).

3.5.2.3 Tejtermékek

Kiilonbozd tejtermékek esetében a védokulturdk biologiai kontrollként valé hasznalata a
torténelem eldtti idokre nyulik vissza (Hammami et al., 2019). A starterkultiraként hasznalt
tejsavbaktériumok 4ltal kialakitott pozitiv érzékszervi tulajdonsagok mellett az altaluk
fermentalt tejtermékek mikrobiologiailag is biztonsagosak, az elszaporodott tejsavbaktériumok
anyagcsere termékeinek koszonhetden altalaban nincs sziikség egyéb tartositasi modra. Ilyen
anyagcseretermékek lehetnek a bakteriocinek, mint példaul a nizin (Medina és Nuifiez, 2011),
vagy egyéb peptidek és fenolos komponensek, amik egymas hatasat erésitve képesek a gombak
okozta romlast megakadalyozni (Varsha és Nampoothiri, 2016). Ezeken kivil a nem
starterkultiraként hasznalt tejsavbaktériumok kozott is talalhatoak biokontroll tulajdonsaggal
bird bakteriocin termeld mikroorganizmusok, mint példaul az enterocint termeld Enterococcus-
ok (Giraffa, 2003). A tejsavbaktériumok anyagcseretermékei mellett kiilonbozd bakteriofagok
is szoba johetnek, ha tejtermékek tartositasarol van szo, szem el6tt tartva, hogy az élelmiszer

strukturaja képes befolyasolni ezek hatékonysagat (Garcia-Anaya et al., 2020).

3.5.3 Biokontroll mikroorganizmusok

ElShelytdl, és a kornyezeti tényezoktdl fiiggden kiilonbozé mikroorganizmusok talalhatoak
meg a kornyezetiinkben, amelyek képesek egyéb koriilottik jelenlévé mikroorganizmusok

¢lettevékenységét befolyasolni.
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A biokontroll a novényvédelem teriiletén is hasznalt moddszer, itt a biokontroll
mikroorganizmusok koziil az élesztégombak és penészgombak azok, amelyek a leggyakrabban
eléfordulnak. A penészgombak koziil a Trichoderma alapu készitmények terjedtek el, melyek
mikroparazitizmus, antibiozis €s versengés Utjan hatékony biokontroll termékek (Thambugala
et al., 2020; Yao et al., 2023). Az élesztdgombak hatékonysagat bar szamos kutatas igazolja
kiilonbozé novénypatogének ellen, a piacra csak néhany termék keriil ki. Biokontroll
tulajdonsagaikért tobbféle hatdsmechanizmus felelds. Ilyenek példaul a biokontroll élesztok
altal kivalasztott illékony szerves vegyiiletek, vagy bizonyos enzimek, mint példaul a kitinéz,
amely alkalmas a kartevd gombdk sejtfalanak karositdsara. Emellett versengés, toxinok
kivalasztasa vagy rezisztencia indukcid utjan is képesek biokontroll hatast elérni (Freimoser et

al., 2019).

Az  ¢lelmiszertartositas  teriiletén a  bakteriofagok is  potencidlis  biokontroll
mikroorganizmusokként  vannak  szamontartva. Szdmos kutatds foglalkozik az
alkalmazhatdsagukkal, és bar Eurdpaban a hasznalatuk szabalyozas hidnyaban nem lehetséges,
az FDA tobb fag készitményt is engedélyezett élelmiszeripari felhasznalds céljabol. A
bakteriofagok alkalmasak lehetnek az élelmiszerek kezelésére, feliiletek fertdtlenitésére és az

¢ldallatok kozott eléforduld megbetegedések csokkentésére is (Gildea et al., 2022).

3.5.4 Biokontroll baktériumok

Akar Gram-pozitiv, akar Gram-negativ baktériumokrol van szo, talalunk kozottiik olyanokat,
amelyek anyagcseretermékeikkel képesek visszaszoritani kiilonbdzd patogén baktériumok

vagy mas koérokozok szaporodasat.

Bér 6sszességében a Gram-pozitiv baktériumok taldn kevésbé allnak az ilyen irdnyt kutatasok
kozéppontjaban, tébb tanulmény is foglalkozik a Streptomyces €s Bacillus fajok potencialis
alkalmazhatdsagaval, leginkabb ndvénypatogének ellen (Asaka és Shoda, 1996; Emmert és
Handelsman, 1999; Law et al., 2017; Nagoérska et al., 2007). Erre példa, hogy a kilencvenes
évek végén egy Bacillus subtilis torzset Kodiak néven novényvéddszerként mutattak be, mert
igen hatdsosnak bizonyult a patogén Fusarium és Rhizoctonia ellen (Emmert és Handelsman,
1999). A mar korabban emlitett tejsavbaktériumok is szdmos esetben bizonyultak potencialis

biokontroll mikroorganizmusoknak (Galvez et al., 2010; Castellano et al., 2017).

Gram-negativ biokontroll baktériumokra is taldlhatunk példdkat a szakirodalomban. Egyes,

almardl izolalt Enterobacteriaceae fajok képesek voltak kontrollalni az E. coli O157:H7,
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Salmonella és L. innocua szaporodasat minimalisan feldolgozott (MPR) alman és barackon
vizsgalva (Alegre et al., 2012). Leverentz és mtsai 2006-ban olyan mikroorganizmusokat
izolaltak almarol, koztik példaul a Gluconobacter asaii egy torzsét, amelyek gatldo hatést

mutattak L. monocytogenes és Salmonella Poona ellen.

3.5.4.1 Pseudomonas nemzetség

A Pseudomonas nemzetségen beliil tobb biokontroll tulajdonsdggal rendelkezdé fajt is
talalhatunk. Ezek leggyakrabban talajbdl vagy élelmiszerekbdl keriiltek izoldlasra (Alegre et
al., 2013; Haas és Défago, 2005; Weller, 2007). Szamos kutatdsban bizonyultak hatdsosnak
¢lelmiszereken alkalmazott biokontrollként kiilonb6z6 €élelmiszer eredetli patogén baktériumok
ellen élelmiszerbdl izolalt Pseudomonas-ok. 1995-ben Cheng és munkatarsai daralt sertés- és
csirkehusbdl izolaltak harom P. fuorescens torzset, amelyek képesek voltak antagonista hatast
kifejteni mind Gram-pozitiv (L. monocytogenes és S. aureus), mind Gram-negativ (S.
enteritidis, E. coli 0157:H7, Y. enterocolitica és C. jejuni) baktériumok ellen. Beldk és Maraz
(2015) antiliszterialis hatast mutattak ki élelmiszerbdl izolalt Pseudomonas sp.CMI-1 torzsnél,
mig Algere és mtsai (2013) egy P. graminis torzset alkalmaztak sikeresen Salmonella és L.
monocytogenes biokontrolljara MP alma feliiletén. Egy, az MP zoldségek és gylimdlcsok
biokontrollal torténd biztonsagossa tételét vizsgald tanulméanyban (Siroli et al., 2015) tovabbi
Pseudomonas torzseket is emlitenek, melyeket kordbbi vizsgalatok soran alkalmasnak taldltak

kiilonb6zé minimalisan feldolgozott élelmiszerek biztonsdgosabba tételére (2. tablazat).

2. tablazat Elelmiszer eredetii patogének ellen biokontroll hatast mutatd tovabbi

Pseudomonas torzsek MP termékekben (Siroli et al. 2015 nyoman)

Biokontroll Patogén, amelyre Elelmiszer Forras
Pseudomonas faj hatassal volt
P. fluorescens L. monocytogenes endivia levelek Carlin és mtsai (1996)
P. fluorescens L. monocytogenes modell Buchanan ¢s Bagi (1999)
P. fluorescens és P. L. monocytogenes burgonyagumo Liao és Sapers (1999)

viridiflava szeletek

P. fluorescens Penicillium expansum alma Mostafavi és mtsai (2013)
P. syringae E. coli alma Janisiewicz és mtsai (1999)
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Ahogy a fent bemutatott korabbi eredményekbdl is latszik, a nemzetségen beliil leginkabb a
fluoreszcens tulajdonsagokkal rendelkezd fajok azok, amelyek az élelmiszer eredetii
patogénekkel szemben leginkabb képesek hatast kifejteni Beldk és Mardz, 2015; Siroli et al.,
2015).

3.5.4.2 A Pseudomonas-ok altal termelt antimikrobialis anyagok

A fluoreszcens Pseudomonas fajok szamos olyan vegyiiletet termelhetnek, amelyek feleldsek
lehetnek biokontroll tulajdonsagaikért, gombaellenes, antibakterialis, antiviralis, tumorellenes
vagy nematdda ellenes hatdst kifejtve altaluk. Ilyenek lehetnek kiilonb6zé masodlagos
anyagcseretermékek (9. abra), mint a phenazinek (PHZ), a 2,4-diacetilphlorogglucionol
(DAPG), a pypluteroin (PLT), pioverdin, pyrrolitin (PRN), ciklikus lipopeptidek (CLP),
indolacetat, valamint egy¢b illékony szerves vegyiiletek (VOC), mint a hidrogén-cianid (HCN)
(Haas et al., 1991; Haas és Keel, 2003; Mishra és Arora, 2018).
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5. abra. Fluoreszcens Pseudomonas-ok altal termelt antibiotikumok (Forras: Haas és

Défago, 2005)
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Ezek koziil a pioverdin, méas nevén pseudobactin szideroforként van jelen a fluoreszcens
Pseudomonas fajoknal, ez okozza a sargéds-zoldes fluoreszkaldsat (6. &bra) ezeknek a
baktériumoknak. A szideroforok kis molekulatomegii kelatképzdk, altaldban 6-12 aminosavbol
allo peptidek. A szideroforok biokontrollként valdo miitkodése a vas transzport soran betoltott
szerepiikkel magyarazhato, feltételezhetéen elvonjak a patogénektdl a vasat, a rezet, illetve a
cinket, ezaltal gatoljak azok ndvekedését, mig a termeld torzsnél eldsegitik a vas transzportjat

(Bonneau et al., 2020).

6. Abra. Fluoreszkalé pszeudomonaszok UV fény alatt (sajat kép)

3.5.4.3 Pseudomonas lundensis

A P. lundensis leggyakrabban az ¢élelmiszerek aerob taroldsa soran bekdvetkezett romlasaért
tehetd feleléssé. Eléfordul nyers tejben, hiisban, altalaban a kornyezetbdl, levegdbdl, vizbol
keriil az élelmiszer feliiletére. Pszichrotrof baktérium, amely gyakran jelentds proteolitikus
aktivitassal bir, emellett képes biofilmképzésre is (Lianou et al., 2016; Techer et al., 2014;
Zagorec ¢s Champomier-Verges, 2017).

Molin és munkatarsai (1986) irtak le, mint 0j baktérium fajt, amit huisbol izolaltak. Munkéjuk
nyoman az alabbiakkal jellemezhetdek a P. lundensis fajhoz tartozo torzsek: palca alaki nem
sporaképz6d Gram-negativ baktériumok, amelyek a fluoreszcens pszeudomonaszok kozé
tartoznak (7. Abra). Hémérsékleti optimumuk 25 °C, legtobb térzsiik képes azonban nvekedni

0-30 °C kozott is. Hatvan izolatum vizsgdlatdnak eredménye alapjan viszont kozel
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egyharmaduk 37 °C-on is képez telepeket. Kemoorganotrof anyagceserét folytatdo, nem

fermentalo baktériumok.

7. Abra. P. lundensis izolatumok éltal képzett telepek Pseudomonas F agaron, jol lthat6

z6ldes fluoreszcens pigmentképzéssel (sajat kép)

3.5.4.4 Serratia marcescens

A S. marcescens egy, az Enterobacteriaceae csaladba tartoz6 Gram-negativ opportunista
patogén baktérium, amely a korhdzi fertézések egyik gyakori okozodja. Kornyezeti
izolatumainak nagy része képes a prodigiozin nevli piros pigment termelésére
szobahomérsékleten (Buckle, 2015; Khanna et al., 2013; Nelson és Greene, 2020) A kiilonb6z6
tapanyagok széleskorii felhasznalasaval képes a fertdtlenitdszereknek ¢és bizonyos
antibiotikumoknak is ellenallni, ami fertézések esetében nehézzé teszi a kezelését. Ez a
rezisztens tulajdonsag a nem-pigment termeld fajaira jellemzobb (Cooney et al., 2014; Yang et

al., 2012).

A nem-klinikai eredetli S. marcences izolatumok kozott tobb biokontroll tulajdonsaggal
rendelkezd torzs is taladlhato, amelyek akar patogén baktériumok, akar egyéb kartevok ellen is
hatékonyak lehetnek (Fu et al., 2021). Bizonyos torzsei ndvénypatogén fonalas gombak ellen
bizonyultak hatékonynak (Ordentlich et al., 1987; Parani et al., 2011; Purkayastha et al., 2018)
mig masokat fonalférgek biokontrolljaként talaltak hatasosnak (Mohamed et al., 2009).
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A S. marcescens-t vizsgald tanulmanyok az alabbi antimikrobidlis hatdsokat figyelték meg a

baktérium altal;

e antibidzis pirrolnitrin és prodigiozin termelése altal (Li et al., 2015; Purkayastha et al.,
2018),

e hidrolitikus enzimaktivitds (Chet et al., 1990; Parani et al., 2011; Purkayastha et al.,
2018),

e sziderofor termelés (Purkayastha et al., 2018),

e [V tipusu fehérje szekrécios rendszer (Murdoch et al., 2011; Li et al., 2015).

A pirrolinitrin egy gombaellenes vegyiilet (Gordee ¢s Matthews, 1969), amit szamos baktérium
képes termelni. A kiilonb6z6 Serratia fajok tobb tagjan kiviil bizonyos Pseudomonas fajok,
ezek mellett a Burkholderia cepacia, Myxococcus fulvus, Corallococcus exiguous, Cystobacter
ferrugineus, valamint az Enterobacter agglomerans baktériumok bizonyos torzsei is termelnek
pirrolinitrint (van Pée, 2012). Gombaellenes hatdsa mellett Streptomycetes és szamos
fitopatogén baktérium ellen is hatékony lehet (Chernin et al., 1996; El-Banna és Winkelmann,
1998).

A prodigiozin a prodiginin csaladba tartoz6 vordsen pigmentalt tripirrol, egy, a S. marcescens
faj szamos torzse altal termelt masodlagos anyagcseretermék antibiotikus hatassal (Bennett és
Bentley, 2000; Fineran et al., 2005; Hu et al., 2016). A S. marcescens torzseken kiviil mas
Gram-negativ baktériumok is képesek ennek a vords pigmentnek a termelésére, mint a Hahella
chejuensis ¢és Pseudoalteromonas denitrificans, de az aktinomicétaknal is talalhato olyan faj,
amely termeli, mint pl. a Streptomyces coelicolor (Williamson et al., 2006). A S. marcescens-
ek koziil a klinikai izolatumokra nem jellemzé a pigmenttermelés, még kornyezeti izolatumaik

kozott gyakran talalhatoak vords szinti telepeket képzo torzsek (Roy et al., 2014) (8. abra).
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8. abra. S. marcescens izolatum telepei WL és CASO agar feliiletén 1athatod prodigiozin

pigmenttermeléssel (sajat kép)

A S. marcescens éltal termelt kiilonb6z0 hidrolitikus enzimek is részt vehetnek az antimikrobas
hatas kialakitasaban. Ilyen enzimek a protedz, a lipaz és a kitindz (Purkayastha et al., 2018),
utdbbit a S. marcescens exokitindz és endokitindz formajaban is képes termelni (Brurberg et
al., 2001), és kiilonosen hatékony a patogén és mikotoxin termeld gombak ellen (Ordentlich et
al., 1988; Wang et al., 2014). Ezen enzimek mellett a S. marcescens biokontroll tulajdonsagaért
a szideroforok (katekolat és hidroxamat) termelése is feleldssé tehetd (Purkayastha és mtsai,

2018).

A S. marcescens masik gatld6 mechanizmusa a IV tipusu fehérje szekrécios rendszer, ami
Murdoch és mtsai (2011) megfigyelései alapjan nagy szerepet jatszik a S. marcescens
versenyképességében az E. coli, az Enterobacter cloacae €s a P. fluorescens baktériumokkal

szemben.
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4. Anvagok és modszerek

4.1 Felhasznalt anyagok

4.1.1 Alkalmazott tapkozegek

Elore gyartott tapkozegek
- CASO lemezek (Merck KGaA, Darmstadt, GER)
- Contact slide TSA agarral (Merck KGaA, Darmstadt, GER)
- Mintavevod tampon TSB-ben (Merck KGaA, Darmstadt, GER)

Tovabbi tapagarok

TSA lemez petricsészében és ferde agarként

TSB leves (Biokar, Pantin, FR) 30 g/l
Agar 15 g/l

WL (Wallerstein Laboratory) Nutrient agarlemez

Elesztékivonat 4 g/l
Pepton 5¢/1
Glikoz 50 g/l
KH2PO4 0,55 g/l
KCl1 0,425 g/l
CaClz 0,125 g/l
MgSO4 0,125 g/l
FeCl; 0,0025g/1
MnSOg4 0,0025 g/l
Bromkrezol zold 0,022 g/l
Agar 15 g/l

CAS agarlemez:

Kings B agar (Merck KGaA, Darmstadt, GER) 900 ml
kromazurol-S festék 0,0605 g/l
vas(III)-oldat (1 mM FeCls-6H>0 és 10 mM HCl) 10 ml
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HDTMA (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)
0,0729 g/l

Cetrimid agarlemez

Cetrimid

Pepton
Magnézium klorid
Kalium szulfat

Agar

Nutrient agarlemez

Pepton
Huskivonat
NaCl

Agar

Tejporos TGE agar

Pseudomonas F szelektiv agar (Merck KGaA, Darmstadt, GER)

Pepton

Gliiko6z
Elesztékivonat
Sovany tejpor

Agar

0,3 g/l
20 g/l
1,4 g/l
10 g/l
15 g/l

10 g/l
8 g/l
5¢/1
22 g/l

5¢/1
1 g/l
2,5¢/1
10 g/l
15 g/l

Harlequin™ agar (Lab M Limited, Heywood, Greater Manchester, UK)

BCM agar

Tripton

Elesztékivonat

NaCl

a-kitin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Agar

10 g/l
5¢g/1

10 g/l
2,5 g/l
15 g/l

rakhéj-porbol, illetve pelletbdl (Sigma-Aldrich, C7170, C9213)
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Tapoldatok
TSB (Biokar, Szeged, HU)

TGE leves
Pepton
Glikoz

Elesztkivonat

Miiller-Hinton tapleves

Kazein
Keményito

Huskivonat

Minimal tépleves

Ammonium-szulfat
Kalium-dihidrogén-foszfat
Magnézium-szulfat,

Glikoz

5¢/1
10 g/l
2,5¢/1

17,5 g/l
1,5 g/l
2¢g/1

5¢/1
1 g/l
0,5 g/l
10 g/l

Wickerham vitamin oldat (sterilezés utan hozzdadva) 3 ml

Asvanyi 0: folyékony asvanyi tapkdzeg

NaCl
Elesztékivolnat
NaxHPOq4
KH>POg4

Szachar6z

Asvéanyi 1: folyékony asvanyi tapkdzeg fruktdz szénforrassal

NaCl
Elesztékivolnat
NaxHPOq4
KH>POg4
Fruktoz
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Asvanyi 2: médositott 4svanyi tapkozeg

NaCl 3g1
Elesztékivolnat 0,5 g/l
Na,HP04 12H,0 6 g/l
KH2PO04 2.4 ¢/l
NH;4-Cl 1 g/l
MgSO4 -7TH2O 0,5 g/l
CaClz -6H.O 0,01 g/l
FeCl; -6H.O 0,01 g/l
Fruktoz 10 g/l

4.1.2 Egyeéb felhasznalt vegyiiletek és anvagok

- KOH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- kataldz reagens (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- oxidaz reagens: N,N,N’,N’-tetrametil-p-feniléndiamin-dihidroklor reagens (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- Wickerham vitamin oldat

Folsav 0,002 g/1
Biotin 0,002 g/l
Ca-pantotenat 0,4 g/1
Inozit 2¢/1
Nikotinsav 0,4 g/l
p-amino-benzoesav 0,2 mg/l
Piridoxin HCI 0,4 mg/1
Tiamin HCl 0,4 mg/
Riboflavin 0,2 mg/l

- 10x Tris-Borsav-EDTA (TBE) puffer [pH 8]:

Tris base 108 g/1
Borsav 55 g/l
Na;-EDTA (0,5 M) 40 ml
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- Etidium-bromid térzsoldat:
Etidium-bromid (Carl Roth GmbH + Co., GER) 10 mg/ml

Oldoszer - 96%-os etanol és desztillalt viz 1:1 aranyu keveréke

- pufferek pH bedllitdshoz Ruzin (1999) leirasa alapjan:
o foszfat-citrat puffer (3. tdblazat):
3. tablazat Kiilonboz6 pH-ji agarlemezekhez hasznalt foszfat-citrat puffer aranyok

pH 0,2 M Na,HPO4 (ml) 0,1 M citrat (ml)

3 10,2 39,8
4 19,3 30,7
5 25,7 243
6 32,1 17,9
7 43,6 6,5

o Sorensen féle foszfat puffer (pHS):

= (0,2 M NaH;PO4 5,3 ml

= (0,2 M NaHPO4 94,7 ml

= desztillalt viz 100 ml

o glicin-NaOH puffer (pH9):

= (,2M NaOH 4,4 ml

= glicin 25 ml

= desztillalt viz 70,6 ml
- API 20 NE and API 20 E kitek (bioMérieux, FR)
- BBL Crystal teszt (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Yersey, USA)
- celofan (Hewa, Sarantis Magyarorszag Kft., Budaodrs, HU)
- proteindz K (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
- proteaz Streptomyces griseus-bol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
- tripszin szarvasmarha hasnyalmirigybdl (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
- o-kimotripszin szarvasmarha hasnyalmirigybdl (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,

USA)
- DNS-polimeraz puffer (New England Biolabs® Inc., USA)
- Taq DNS polimeraz (New England Biolabs® Inc., USA)
- agardz gél: agardz (SeaKem, Lonza Rockland Inc., USA), 0,5x TBE oldat, etidium-
bromid

- molekula méret markerek agar6z gélelektroforézishez:
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o DNA Molecular Weight Marker VI. - RAPD-PCR analizishez (F.Hoffmann-La
Roche Ltd., CH)
o 100 bazisos létra - PCR analizishez (New England Biolabs® Inc., USA)
- GR Green futtato festék gélelektroforézishez (Biocenter, Szeged, HU)
- DNS izolalo6 kit: Master Pure™ Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre
Technologies Corp., USA)
- PCR termék tisztito kit: PCR-Advanced™ PCR Clean Up System (Viogene BioTek
Corp., TW)
- EtOH (Reanal, HU)
- EtAc (Reanal, HU)

4.1.3 Eszkozok

- Biosan DEN-1B denzitométer (Biosan, LV)

- Multiskan Ascent Microplate photometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) (mikrotiter lemez olvaso fotométer)

- ScanVac CoolSafe™, (Labogene, Allerad, DEN) (liofilizal6)

- membransziird (0,22 um-es) FilterBio PES Syringe Filter (Lab-Ex Ltd, HU)

- Specord Plus 2000 UV spektrofotométer (Analytik Jena, Jena, GER)

4.1.4 Patogeén baktériumok

A vizsgalataimhoz a 4. tablazatban lathat6 patogén baktériumokat hasznéaltam fel.

4. tablazat. A vizsgalatok sordn felhasznalt, torzsgylijteményekbdl szdrmazd patogén

baktériumok
Patogén baktérium Kod
Listeria monocytogenes CCM 4699
Salmonella Hartford NCAIM B1310
Yersinia enterocolitica HNCMB 98002
Escherichia coli NCAIM B01909
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4.2 Modszerek

4.2.1 Baktériumok izolaldasa és fenntartasa

A feliileti mintdk, amelyekbdl a munka soran felhasznalt baktériumok izolalasa tortént, két

kiilonboz6 modszerrel kertiltek levételre:

e sima, egyenes feliiletek esetében TSA-t tartalmazo6 Contact slide-okat alkalmaztam,
e mig a nehezen hozzaférhetd, nem egyenletes feliiletekhez mintavevd tampont (TSB

levesben) hasznaltam.

A felilleti mintavételek az aldbbiakban felsorolt, kiillonbozé élelmiszerfeldolgozo
kornyezetekben torténtek; a vizsgalt helyek utan zardjelben a késébbiekben alkalmazottkodok
olvashatok. A kodok eldtagjat a mintavétel modja és helye hatarozta meg, C kezdddés esetében
tamponos mintavétel, CS esetében Contat Slide-os mintavétel tortént, kivéve a zoldségiizemnél,

ahol a mintak korabban keriiltek levételre és kodolasra.

Vagohid (P):

- Asztal termelés kdzben (CP-T)

- Bor feldolgozas kézben (CP-S)

- Huslével szennyezett munkafeliilet (CP-MJ)
- Husos talca (CP-P)

Tojésfeldolgozé lizem (E)
- Tojas feliilete (CE-E)
- Puffertartaly (CE-PT)

- Tojastord gép felszine (CE-B)
- Tojaslé (CE-EJ)

- Munkaasztal (CSE-T)

- Tojastord gép belseje (CSE-B)

Tejiizem (M)
- Nyerstej leeresztd csap (CM-RMTT)
- Savanyu termék tartaly belsd fala termelés kozben (CM-SMT)
- Pasztérozott tejszintartaly leeresztd csap (CM-CT)
- Pasztérozott tejtartaly leereszté csap (CM-MTT)
- 2,8%-0s pasztérozott tejtartaly (CSM-PMT2)
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- Nyerstejtartaly letirités utdn (CSM-RMT?2)

- Nyerstejsilo leiirités utan (CSM-RMT)

- Savanyutermék tartdly (CSM-BCT)

- 1,5%-0s pasztérozott tejtartaly (CSM-PMT)

- Savanyuterméktartaly belsd fala adagolaskor (CSM-ST)
- ESL csomagoldgép dobozformalé talp (CSM-PM)

Z0ldségfeldolgozo lizem

A zoldségfeldolgozd lizemben vett mintdk a zoldségek tarolasara felhasznalt rekeszek belsd

felszinérol szarmaznak.

A levett mintdkat 25 °C-on 24 6rdn at inkubaltam. A Contact Slide-dal levett mintdkrdl a
kiilonb6z6 morfoldgiaval rendelkezd telepeket TSA lemezekre oltottam tovabb tisztatenyészet
készitési modszerrel, mig a TSB levesbe levett mintdkat tizedeld higitasi sor készitését
kovetden feliileti szélesztéssel -100 pl pipettazasaval TSA agar feliiletére, majd szélesztObotos
szélesztéssel — oltottam a TSA agarlemez feliiletére. Ezt kovetéen az izolatumok 25 °C-on 24
oran at voltak inkubalva. A kiilonb6zd morfologiaval rendelkezd baktériumok tiszta tenyészetei

steril paraffinolajjal lezart TSA ferde agarokon, 4 °C-on keriiltek tarolasra.

4.2.2 Az izolatumok csoportositasa morfologia alapjan

Az izolalt baktériumok csoportositdsa és az azonos morfologiaval rendelkezdk kisziirése
céljabol elvégeztem az izolatumok WL agaron torténd tenyésztését is. Az izolatumokat

exponencialis novekedési szakaszban oltdkaccsal oltottam ki WL és TSA lemezekre, majd 25

s

végiil a csoportokbdl egy-egy izolatumot valasztottam ki tovabbi vizsgalatok céljabol.

4.2.3 Kontakt inhibicio vizsgadlata agar spot modszerrel

A gatld hatassal rendelkezd izolatumok kiszliréséhez hasznaltam ezt a modszert. A 4.
tablazatban szerepld patogén baktériumokat TSA lemezekre oltast kdvetden 37 °C-on, Y.
enterocolitica esetében 25 °C-on inkubdltam 24 6ran keresztiil. Az igy késziilt egy napos
patogén baktérium tenyészetekbdl steril desztilldlt vizben szuszpenzidit készitettem. A

szuszpenziok siiriségét Biosan DEN-1B denzitométer segitségével 2,5 McFarland értékre
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allitottam be, ami kb. 103-10° CFU/ml-nek felel meg. Tizedeld higitasi sor készitése utan 1 ml
szuszpenziot pipettaztam ki abbol a higitasi tagbol a TSA lemezekre, amely mikrobaszdma a
higitast kovetéen kb. 10%-10° CFU/ml sirtségilinek felelt meg. A szuszpenzi6 feleslegét
lepipettaztam. Ezt kovette a lemezek feliiletének szaritdsa, majd az izolatumokbdl készitett
sejtszuszpenziokbol 10 pl-t az agar feliiletre pipettaztam (koriilbeliil 10° sejtet). Ezekhez a
sejtszuszpenzidhoz 24 6ran at inkubaltam az izolatumokat TSA lemezen friss atoltast kdvetden,
majd steril vizben készitettem bel6liik 2,5 McFarland slirliségli szuszpenzidkat. A kontakt
inhibicios teszthez leoltott lemezeket 5, 10, 15, 20, 25, 30, 37 és 42 °C-on inkubalam 6 napig,
az esetlegesen megjelend gatlashoz sziikséges optimalis hdmérséklet ¢s id6 meghatirozasa
miatt. A gatld hatas megjelenését a vizsgalt izolatumok makrokolonidi koriili feltisztulasi zonak

kialakulasa jelezte. A lemezek egy, két, harom és hatnapos inkubaci6 utan kertiltek értékelésre.

Késobbi vizsgalataim sordn megismételtem a moddszert négy, tojasbol szarmazo Salmonella
izoldtum ellen is, ekkor azonban mar csak a korabban S. Hartford ellen gatlé hatast mutatod

1izolatumokat tesztelve.

4.2.4 Kontakt inhibicio vizsgalata agar spot modszerrel, kiilonbozo pH értékii taptalajokon

A modszer megegyezett a 4.2.3-as pontban leirtakkal, annyi kiilonbséggel, hogy az inhibicid
vizsgalat soran hasznalt TSA lemezeket kiillonb6zdé pH értékekre allitottam be, amelyek az
alabbiak voltak: pH 4, 5, 6, 7 8, 9. Az adott pH érték eléréséhez a biokémiai vizsgalatokhoz is
hasznalt puffereket hasznaltam (foszfat-citrat puffer, Sorensen-féle foszfat puffer, glicin-NaOH
puffer). A lemezeket 20 °C és 30 °C-on inkubaltam 24 6ran keresztiil. Ebbe a vizsgélatba csak

az elOzetes tesztelés, a ,,screening” soran gatlo hatast mutato izolatumok kertiltek bevonasra.

4.2.5 Biokémiai és fiziologiai tesztek

A gatld hatassal bird izolatumok karakterizadldsdhoz az aldbbi teszteket végeztem el.
A fiziologiai paraméterek koziil a hémérséklet és pH hatasat vizsgaltam az izolatumok
szaporoddsara nézve. A hdmérséklet optimum meghatdrozasahoz az izolatumokat oltokaccsal
TSA agar feliiletére oltottam, majd az alabbi hdmérsékleteken inkubéltam 24 6ran keresztiil:

5, 10, 15, 20, 25, 30, 37 és 42 °C.
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A pH optimum meghatarozasédhoz kiilonbozo pH értéki (3, 4, 5, 6, 7, 8, és 9) TSA lemezeket

készitettem, az alabbi pufferek segitségével Ruzin (1999) leirdsa alapjan:

e pH 3-7: foszfat-citrat puffer,
e pH 8: Sorensen-féle foszfat puffer,
e pH 9: glicin-NaOH puffer.

A TSA lemezeken a szaporodast 24 ora elteltével értékeltem, az inkubéci6 25 °C-on tortént.

Biokémiai vizsgélatok koziil KOH tesztet, katalaz tesztet és oxidaz tesztet végeztem.

4.2.6 A gatlo hatasu izolatumok genomialis DNS-ének kivondsa

Az antagonista izolatumok genomidlis DNS-ének kivondsdhoz a ,,Master Pure™ Complete
DNA and RNA Purification Kit”-et hasznaltam a gyarto altal leirt protokoll szerint. Ehhez TSA

agaron 25 °C-on 24 6rés tenyészeteket készitettem az izolatumokbol.

4.2.7 Molekularis tipizalas RAPD-PCR mddszerrel

A gatldo hatdsu izolatumok klonalis hasonlosaganak vizsgdlatdhoz molekularis tipizaldst
végeztem RAPD-PCR modszerrel, az alabbi primereket felhasznalva:

e OPE 18 (Beldk, 2009): 5 GGACTGCAGA 3’

e MI3 (Vassart et al., 1987): 5> GAGGGTGGNGGNTCT 3’

e D8635 (Van Looveren et al., 1999): 5> GAGCGGCCAAAGGGAGCAGAC ¥’

A PCR reakcio6 elegy (25 pl) a kdvetkezoket tartalmazta:
e 1x DNS-polimeraz puffer
e 1,25mM MgCl
e 0,3 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
e 0,5 uM primer
e 0,75 U Tag DNS polimeraz
e 50 ng templat DNS
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A PCR reakci6 az alabbi paraméterek szerint tortént:
e kezdd denaturalas 95 °C-on 5 perc
e 35 cikluson keresztiil:
e denaturalas 95 °C-on 30 masodperc
e primerkdtés 37 °C-on (OPE 18 és M13) vagy 40 °C-on (D8635) 30
masodperc
e lanchosszabbitas 72 °C-on 2 perc

e végso lanchosszabbitas 72 °C-on 5 perc.

A keletkezett PCR termékek elvalasztisa ¢és kimutatdsa 1,5%-0s agar6z gélen
gélelektroforézissel tortént, DNA Molecular Weight Marker VI. létra futtatdsaval. A
mintazatok Osszehasonlitdsa a GelCompar® II (Applied Maths NV, Belgium) szoftver

segitségével tortént.

4.2.8 Antagonista hatdasu izolatumok azonositasa

4.2.8.1 Miniatiirizalt identifikdcios tesztek

Az antagonista hatassal rendelkezd izoldtumokat elsé 1épésben miniatiirizalt identifikacios
tesztekkel probaltam azonositani. A Gram-negativ izolatumokhoz API 20 NE és API 20 E

kiteket, mig a Gram-pozitiv izolatumokhoz BBL Crystal tesztet hasznaltam.

4.2.8.2 Szekvenalas 16S rDNS alapjan

Masodik 1épésben az izolatumokat a 27f-1492r primerparral (Maiwald, 2004) eldallitott 16S
rDNS PCR-termékek kozvetlen Sanger szekvendldsaval azonositottam nemzetség vagy faji
szinten. A keletkezett amplikonokat PCR-Advanced™ Clean Up System nevii PCR termék
tisztito kit segitségével tisztitottam meg, a szekvenalast pedig az Eurofins BIOMI Kft.
(Godollo) végezte el. A nukleotid sorrend meghatarozésa a reverz primer segitségével tortént.
A kapott szekvencidkat a MEGAG6 programmal (Tamura et al., 2013) dolgoztam fel, majd az
EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon) és a Blast

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) adatbazisok segitsé¢gével értékeltem.
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A felhasznalt primerek szekvencidja:
o 2713 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 5’
o 1492r: 3’ TACGGYTACCTTGTTACGACTT 5°

A PCR reakcioelegy (25 pl) a kovetkezdket tartalmazta:
e 1x DNS-polimeraz puffer
e 1,25mM MgCl
e 0,1 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
e 0,25 uM 27f primer
e 0,25 uM 1492r primer
e 0,75 U Tag DNS polimeraz
50 ng templat DNS
A PCR reakci6 az alabbi paraméterek szerint tortént:
e kezdd denaturalas 95 °C-on 5 perc
e 35 cikluson keresztiil: denaturalas 95 °C-on 30 masodperc
e primerkdtddés 58 °C-on 30 masodperc
e lanchosszabbitas 72 °C -on 1 perc
e végso lanchosszabbitas 72 °C-on 3 perc.
A keletkezett PCR termékek kimutatasa 1%-os agardz gélen gélelektroforézissel tortént, 100

bazisparos méretmarker futtatdsaval.

4.2.9 Gatlo hatas vizsgadlata egviitt tenyésztéses modszerrel taplevesben és tejben

A kontakt inhibicids vizsgélatok soran két, Sa/monella Hartforddal szemben gatld hatast mutatd
torzset vizsgaltam ugyanezen Sal/monella-val, illetve egy tojaslébdl izolalt S. enterica torzzsel
vald egyiitt tenyésztéssel TSB levesben (5. tablazat). A TSB levest tartalmaz6 lombikokat
kiilonb6zd patogén: gatld mikroorganizmus koncentracid ardnyokkal oltottam be, amelyek a
kovetkezOk voltak: 1:1, 1:10, 1:100 és 1:1000. A legkisebb koncentracio 10! sejt/ml-t jelentett.
Kontrollként csak a patogént, illetve csak a gatldé mikroorganizmust tartalmazd lombik is
beoltasra keriilt. A lombikokat 6 napon keresztiil inkubaltam 25 °C-on, statikus koriilmények
kozott. Az elsé, masodik, harmadik és hatodik napon kioltast végeztem a lombikokbdl TSA és
az adott patogénnek megfeleld szelektiv tdpagar (Harlequin agar) feliiletére szélesztéssel két
parhuzamosban leoltva. Igy a TSA feliiletén nétt telepekbdl a patogén és a gatld torzs

koncentracidja egyiitt volt meghatarozhatd, mig a szelektiv taptalajrol csak azon patogének
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szamat lehetett leolvasni, amelyek képesek voltak lathatd telepeket létrehozni, ezaltal
kiszdmolhatova valt mind a két mikroorganizmus novekedése/ttlélése (Ngats baktérium = Nosszes

Npatogen) az 1d6 elérehaladtaval.

Az egyiitt tenyésztést ¢lelmiszermatrixban is elvégeztem a CSM-RMT-1 jelii torzs esetében,
TSB leves helyett 2,8%-0s zsirtartalmu UHT tejet hasznalva tapkozegként. Ennek a

vizsgalatnak a menete azonos volt a fentebb leirtakkal.

5. tablazat: Az egyiitt tenyésztéses modszerrel vizsgalt izolatumok, a patogén

baktériumok, és a felhasznalt szelektiv taptalajok

Tesztelt gatlé izolatum Patogén A felhasznalt szelektiv
mikroorganizmus taptalaj

CP-P-5 (Pseudomonas lundensis) Salmonella Hartford Harlequin™ agar

CSM-RMT-1 (Serratia marcescens)  Salmonella enterica Harlequin™ agar

4.2.10. Sejtmentes feliiluszo gatlo hatasanak vizsgadlata

A sejtmentes feliiluszo6 gatlo hatasanak vizsgalataval az extracelluléris gatl anyagok termelését
vizsgaltam mikrotenyészetek segitségével. A screening soran gatld hatast mutatd izolatumok
TSB levesben tenyésztett kultiiraibol eldallitott egy-, harom- és hatnapos sejtmentes feliiluszok

gatl6 hatasat Multiskan Ascent késziilék segitségével vizsgaltam.

°C-on inkubalva egy, harom ¢€s hat napot kdvetden vettem ki 1 ml mintat. Mintavétel utan a
sejtek centrifugalassal (14 000 rpm, 15 perc) kertiltek elvalasztasra a tapkdzegtol, a feliiluszokat
0,2 pm poérusméretli membransziirdn atszlirve kaptam meg a tovabbiakban vizsgalt sejtmentes
feliluszokat. A mikrotiter lemezek mélyedéseibe 300 plL folyadék keriilt, amely 75 pL
négyszeres erdsségli TSB levesbol, 75 puL korokozo sejtszuszpenzidbodl és 150 pl, a vizsgalt
torzs sejtmentes feliiliszojabol allt. A négyszeres erdsségli TSB levesre azért volt sziikség,
hogy a végtérfogat (300 pL) is megfeleléen koncentralt tdplevest tartalmazzon. A beoltott
mikrotiter lemezeket 25 °C-on inkubaltam, és az 595 nm-en mért abszorbancia értékeket a
tenyésztés 24 oraja alatt 30 percenként automatikusan rogzitette a méréshez hasznalt miiszer.
A vizsgalatok sordn hdrom parhuzamos mérés tortént. Az id6 fiiggvényében kapott
abszorbancia értékekbdl novekedési gorbéket készitettem, igy lathatéva valt a sejtmentes

feliiloszok hatasa a kérokozok novekedésére.
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4.2.10.1 Sejtmentes feliiluszo gatlo hatasanak vizsgalata kiilonbozo tenyésztési koriilmények

mellett

Az el6z6 pontban leirtak szerinti vizsgalatot végeztem el két, a Salmonella Hartfordot gatld
izolatummal (CP-P-5, CE-EJ-2). A tenyésztés az aldbbiak szerint tortént: statikus €s razott (180
rpm, 25 °C) koriilmények kozott inkubéltam a tenyészeteket, tovabba a TSB leves mellett TGE
taplevesben tenyésztve is megvizsgaltam a kinyert sejtmentes feliilaszok gatlo hatasat annak
érdekében, hogy meghatarozzam a megvaltozott tenyésztési koriilmények hatdsat az

antagonista vegyiilet(ek) termelddésére.

Emellett a két izolatum (CP-P-5, CE-EJ-2) TSB-ben statikus koriilmények mellett elkészitett
feliiloszoit agar lyukdifftizios moddszerrel is megvizsgaltam, hogy Osszevessem az igy
megfigyelteket a mikrotiter lemezzel kapott eredményekkel. Ehhez a 4.2.3-as pontban leirt
agar-spot mddszerhez hasonléan elkészitett, patogénnel leoltott TSA agarlemezbe 7 mm
atmérdjii lyukakat furtam, majd ezekbe pipettdztam bele a sejtmentes feliiliszokat, és

inkubéltam 25 °C-on 24 Oran at.

4.2.10.2 Kiilonbozo kezelések hatdasanak vizsgalata a sejtmentes feliiluszo gatlo hatasara

Statikus koriilmények kozott 24 6ran at TSB levesben inkubélt CP-P-5 izolatumbol nyert
sejtmentes feliiliszoinal az aldbbiakban felsorolt kezeléseket alkalmaztam, majd vizsgaltam a
kezelt feliiluszok hatasat Salmonella Hartfordot szaporodasara az eldzdekben ismertetett

modon:

e protedz kezelés 37 °C-on 90 percig:
o proteinaz K 200 pug/mL
o protedz Streptomyces griseus-bol 200 ug/mL
o tripszin szarvasmarha hasnyalmirigybdl 100 pg/mL

o a-kimotripszin szarvasmarha hasnyalmirigyb6l 100 pg/mL
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e (0,2 N NaOH kezelés

e hokezelés:
o 95 °C-on 5 perces forralassal,
o 95 °C-on 30 perces forraldssal,

o 121 °C -on 15 percig autoklavban, kb 1,1 bar nyoméason.

A kezeléseket kovetden a gatlo hatasokat a kordbbiakban leirtak alapjan, mikrotiter lemezben
Multiscan Ascent késziilékkel vizsgaltam, a kordbban gatolt patogénnel szemben. A kezelések
tobb izolatum esetében a liofilizalt feliilaszokkal is elvégzésre keriiltek, azonban az
eredmények alapjan a nem koncentralt feliiluszoknal szdmos esetben nem volt értelme vizsgalni

a fent emlitett kezeléseket.

4.2.10.3 Liofilizalassal koncentralt sejtmentes feliiluszo vizsgalata

A kivalasztott gatld hatasti izolatumok sejtmentes feliiliszoibol liofilizalassal 10x-es
toménységli oldatokat készitettem. Ehhez a TSB levesben statikus koriilmények kozott
eldallitott tenyészetekbdl készitettem feliiliszokat a fentebb leirtak alapjan egy, harom és
hatnapos tenyésztést kovetéen. A feliiluszokat ezt kovetden -80 °C-os fagyasztas utan

liofilizaltam.

A liofilizalt feliiluszokat a kiindulasi térfogathoz képest tized mennyiségii TSB levesben
feloldva a 10x-esen koncentralt feliiluszokkal megismételtem a gétldo hatas vizsgalatokat
mikrotiter lemezt hasznalva Multiscan Ascent késziilékkel, a 4.2.10-es fejezetben ismertetett

paraméterekkel.

4.2.11 Celofanos vizsgdlat

A vizsgalat Giolitti és Bertani (1953) altal leirtak alapjan tortént, kisebb modositasokkal.
Korilbelil 4 cm atmérdjii celofankorongokat vagtam ki, és szlir6papirral elvélasztva iiveg
petricsészébe helyeztem Oket. A szlirOpapirokat elézdéleg desztillalt vizbe aztattam, és a
celofankorongokat 6vatosan a nedves papirra helyeztem. A celofdnkorongokat autoklavban
torténd sterilizalas (121 °C -on 15 percig) utan steril csipesz segitségével a TSA lemezekre
helyeztem, ami igy minimalisra csokkentette a celofan alatt megjelend 1égbuborékok esélyét.

Ezutan a sziir6papirt eltavolitottam, és 10 pl-t az antagonista izoldtum vizes szuszpenzidjabol
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a celofan kozepére cseppentettem. Ez a térfogat koriilbeliil 10° sejtnek felelt meg. 24 6ras 25
°C -on torténd inkubalas utan steril csipesszel eltavolitottam a celofant, amelynek feliiletén
kolonidk fejlédtek. A TSA lemezeket ezutan a screeningnél hasznalt modszer szerint oltottam
le a tesztelt patogén mikroorganizmusokkal, majd inkubaltam a gatld hatdsok megjelenésének
kedvezd hémérsékleteken 15, 20, 25 és 30 °C-on hat napig. Az eredményeket egy, kettd és hat

nap utan olvastam le.

4.2.11.1.UV spektrumok felvétele celofanon torténd tenyésztés utan

A gatld komponens meghatarozasara tett kisérletként lemértem a gatlo komponenst tartalmazé
agar darabok extraktumanak UV spektrumat. Ehhez a celofdnos vizsgalat sordn ismertetett
modszerrel készitett lemezekbdl a 24 oras tenyésztést kovetden a celofan eltavolitasa utan
Ix1x1 cm-es agar darabokat vagtam ki. Az antagonista hatasért felelds vegyiilet agarbol torténd
kivonasahoz az Okulate (2009) altal koradbban leirtak szerint 6t szerves olddszert (acetont,
kloroformot, etil-acetatot, metanolt &és 2-propanolt) és ionmentesitett desztillalt vizet
hasznaltam. Az agarbol kivagott 1 cm® -es darabokat 2 ml szerves oldoszert vagy vizet
tartalmazé kémcsObe helyeztem. Két 6ras 25 °C-on elvégzett extrakcid utan minden cs6bdl 1
ml mintat elemeztem Secord Plus 2000 UV spektrofotométerrel, 200 nm-t61 800 nm-ig terjedd

spektrumot rogzitve, 2 nm-enkénti méréssel.

4.2.12 Antibiotikum rezisztencia vizsgdlat

A gatld hatdsu izolatumok antibiotikum-érzékenységének meghatarozasdhoz Bagul és
Sivakumar (2016) altal leirt kvalitativ korongdiffuzids érzékenységi vizsgalati modszert
alkalmaztam. Az izolatumokbol TSA agaron 25 °C-on egy ¢jszakan at tartd tenyésztést
kovetden szuszpenziot készitettem. Ehhez 0,5 McFarland denzitast, kb. 10® sejt/ml-es
tamponos palcaval Miiller-Hinton agarlemezekre oltottam a sejteket. Szaradast kovetden steril
csipesszel a kdvetkez6 antibiotikum korongokat helyeztem az agar feliiletére: kloramfenikol,
ceftadizim, imipenem, eritromicin, naldixinsav, meropenem, norfloxacin, kolisztin-szulfat,
ciprofloxacim, piperacillin, amikacin. A lemezek inkubdlasat a vizsgalt izolatumok
hémeérsékleti optimuman, azaz 25 °C -on végeztem el, az eredményeket pedig 24 oOrautan

olvastam le (a kialakult gatlasi zonak atmérdjének lemérésével).
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4.2.13 Proteaz aktivitas vizsgdlata

A gatlo hatast izolatumok proteolitikus aktivitasat tejporos TGE agar segitségével vizsgaltam.
Desztillalt vizben 0,5 McFarland standardnak megfeleld stiriségli sejtszuszpenziot készitettem
az izolatumokbdl, amibdl 10 pl-t pipettaztam a tejporos TGE lemezek feliiletére, amelyeket ezt
kovetden 20, 25 és 30 °C-on inkubaltam. A megjelend feltisztulasi zonakat egy, két €s 6t napos

inkubacid utan olvastam le. A vizsgalatot harom parhuzamosban végeztem.

4.2.14 Sziderofor termelés vizsgalata

A sziderofor-termelddést Schwyn és Neilands (1987) mddszere alapjan, Verma és mtsai. (2012)
altal leirtak szerint vizsgaltam CAS agar lemezeket haszndlva az alapkdzeg modositasaval. A
CAS-lemezeket az aldbbiak szerint készitettem. a kiilon elkészitett Kings B agarhoz kevertem
a kiilon elkészitett CAS festéket. A CAS festék elkészitéséhez 50 ml vizben feloldottam a
kromazurol-S festéket, és a vas(Ill)-oldatot. A festékoldatot kevergetés mellett hozzaadtam a
HDTMA-hoz, amelyet el6z6leg 40 ml vizben oldottam fel. Az alapkozeget és a CAS-festéket
kiilon-kiilon sterilizaltam (121 °C-on 15 percig) és felhasznalas eldtt kevertem dssze. A CAS-
agarlemezeket ezt kovetden oltottam le oltdkacs segitségével az izoldtumok 24 Oras
tenyészetével, majd 25 °C-on 24 6ran at inkubaltam. A leolvasds soran a kék CAS-agaron
kifejlodd telepek koriil megjelend szinvaltozas, a narancssarga zona jelezte a sziderofor
aktivitast, aminek oka, hogy a szideroforok erds kelatképzd vegyiiletek, amelyek képesek a

vasat kiszakitani a komplexbdl, igy a festék szinének valtozasat eredményezve.

4.2.15 Kitinaz termelés vizsgalata

4.2.15.1 Kitindz termelés vizsgalata tenyésztéses modszerrel

A kitindz termelés és aktivitds kimutatasa a Leisner és munkatarsai (2008) altal leirt modszer
alapjan tortént. A vizsgélthoz a S. marcescens antagonista torzsek sejtszuszpenzioit bazikus
kitint tartalmazo taptalajra (BMC) cseppentve harom napos, 30 °C-on torténd inkubaciot

kovetden valtak értékelhetdve a feltisztulasi zondk kitinaz aktivitas megléte esetén.
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A modszer a késdbbiekben finomitasra keriilt azzal, hogy rakhéj por helyett az abbdl készitett
kolloidalis kitin keriilt a taptalajba. Szdmos irodalomi forras ugyanis a kitinaz aktivitas
vizsgalatara a mikroorganizmusok, azok enzimei altal jobban hozzéaférhetd, jobban old6do
kolloidalis kitint alkalmazza, mivel ezt tartjak a kitindz legjobb indukatoranak (Gomaa, 2012;
Saima és Roohi, 2013; Sandhya et al., 2004), ezért rakhéj-porbol, illetve pelletbdl kolloidalis
kitin késziilt a Liu és munkatarsai (2014), valamint Gémez Ramirez és munkatérsai (2004)

leirata szerint.

4.2.15.2 Kitinaz kodolo gén kimutatasa PCR-rel

A S. marcescens torzsek chid génje a Ramaiah és mtsai. (2000) altal leirtak alapjan keriiltek

detektalasra PCR segitségével.
Ehhez az alabbi primerek keriiltek felhasznalésra:

e chiFEMSF (5’-GATATCGACTGGGAGTTCCC-3’)
e chiFEMSR (5’-CATAGAAGTCGTAGG TCATC-3").

A vizsgalat sordn pozitiv kontrollként S. marcescens eredetii DNS-t hasznaltam.

A PCR reakcioelegy (25 pl) a kovetkezoket tartalmazta:
e 1x DNS-polimeraz puffer
e 100 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
e 10 pM chiFEMSF primer
e 10 pM chiFEMSR primer
e 25U Tag DNS polimeraz
e 50 ng templat DNS
A PCR reakci6 az alabbi paraméterek szerint tortént:
e kezdd denaturalas 94 °C-on 4 perc
e 35 cikluson keresztiil:
e denaturalas 92 °C-on 1 perc
e primerkdtés 58°C-on 1 perc
e lanchosszabbitas 72 °C-on 1 perc

e végso lanchosszabbitas 72 °C-on 7 perc.
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A polimeraz lancreakcid utan az eredmények értékelése FlashGel TM (Lonza Group Ltd.)

elektroforézis késziilékkel valdsult meg.

4.2.16 Prodigiozin termelés vizsgalata

4.2.16.1 Elozetes szinteszt

A S. marcescens torzseket Nutrient agar lemezeken tenyésztettem, és egy ¢jszakdn at a
kovetkezd hémérsékleteken inkubaltam: 20, 25, 30, 37 és 40 °C-on. A prodigiozin extrakcidhoz
a tenyészetekbdl 3-4 kacsnyit 1 ml 96%-0s EtOH-val keverve Eppendorf csdbe tettem és
szobahOmérsékleten 24 oran at 4llni hagytam. Ezt kovetéen 15 percig 10 000-es
fordulatszamon centrifugaltam, majd 10 pL 37%-os HCI-t vagy 10 pL NH3-4t adtam a
kémcsdben 1évo pellethez. A megjelend vords (savas kornyezet) vagy sarga (ligos kornyezet)

szinvaltozast a prodigiozin jelenléte esetén lehet megfigyelni (Bharmal és Jahagirdar, 2012).

4.2.16.2 Prodigiozin termelé gének PCR analizise

A prodigiozin-termelésért felelds génklaszter jelenlétének vizsgalatdhoz a cueR és copA gének

crer

Ehhez az alabbi primerek keriiltek felhasznalasra:

A cueR génhez a cueR ¢és a pigA éltal hatarolt régiora specifikus primer par a cueR és PE1, mig
a copA génhez a pigN ¢és a copA altal hatérolt régiora specifikus primer par az ab77 és PE2 volt.

A primerek szekvenciai az alabbiak:

cueR (5’-TCGTAAAAACGAATCGTC-3’)

PE1 (5’-GCAAAACTCTGAGCGGATTCGC-3’)
ab77 (5°-GAAACACTTAACCTGACG-3’)

PE2 (5’-CGCAGTTCATGCAGGACAGC-3’)

A PCR reakcioelegy (25 pl) a kdvetkezdket tartalmazta:
e 1x DNS-polimeraz puffer
e 1,25mM MgCl
e 0,1 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
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e 0,4 uM primer (cueR vagy ab77)
e 0,4 uM primer (PE1 vagy PE2)

e 0,75 U Taq DNS polimeraz

e 50 ng templat DNS

A gradiens PCR reakcio kétféle képpen tortént, egy alacsonyabb és egy magasabb hdmérsékleti
tartomanyban, a kapott eredmények alapjan modositva a hémérsékleteket. Az elvégzett
gradiens PCR az aldbbi paraméterek szerint zajlott:
e kezdd denaturalas 95 °C-on 5 perc
e 35 cikluson keresztiil:
e denaturalas 95 °C-on 30 masodperc
e primerkdtés 48 °C, 51 °C, 54 °C -on 30 masodperc
vagy 62 °C, 65 °C, 68 °C -on 30 masodperc
e lanchosszabbitas 72 °C-on 2 perc

e végso lanchosszabbitas 72 °C-on 3 perc.

A keletkezett PCR termékek elvalasztisa ¢és kimutatdsa 1,5%-0s agar6z gélen

gélelektroforézissel tortént, 100 bazisparos molekula méretmarker futtatasaval.

4.2.17 Fluoreszcencia vizsgalata Pseudomonas torzsek esetén

A Pseudomonas torzsek fluoreszcens festékanyag termeld képességének vizsgalatahoz a
baktériumokat Pseudomonas F szelektiv agarra oltottam, majd 25 °C-on 24 6ran at inkubaltam.
Ezt kovetden 365 nm-es UV fényben tortént a fluoreszcens pigmentek termelddésének

kimutatésa.

4.2.18 Kromatogrdfias vizsgalatok

A kromatografids vizsgéalatok az Agrartudomanyi Kutatokézpont Novényvédelmi Intézetének
kozremiikodésével késziiltek. Ezekben a vizsgalatokban a két legeredményesebb gatld hatést
mutatd torzsnek (CP-P-5 és CSM-RMT-1) a liofilizalassal 10-szeresre koncentralt feliiluszoit

hasznaltuk.
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4.2.18.1 HPTLC vizsgalat

A liofilizalt feliiliszok extrahdlds utani kivonatai el6szor HPTLC modszerrel voltak
megvizsgalva. Az els6 vizsgalatkor az extrahdlas 5 ml etanollal, majd 5 ml 50% vizes etanollal

tortént. A kivonatokat HPTLC-Bacillus subtilis teszttel vizsgaltuk (Moricz et al., 2016).

4.2.18.2 Frakcionalt feliiluszok gatlo hatdasanak vizsgalata

A HPTLC-s vizsgélatokat zavarta a tdpkozegben 1év6 nagy mennyiségli peptid, ezért 11j, kisebb
matrixa tapkozegre volt szikség a gatld torzsek tenyésztéséhez, amiben megfeleld
mennyiségben képesek termelddni a gatlo komponensek. A tovabbi vizsgalatok sordn igy az

alabbi tapkozegekben tenyésztettem a baktériumokat:

e A CSM-RMT-1 torzsetminimal taplevesben,
o A CP-P-5 torzset:
o Asvanyi 0: folyékony 4svanyi tapkozegben
o Asvanyi 1: folyékony 4svanyi fruktoz szénforrassal

o Asvéanyi 2: médositott asvanyi tapkozegben.
A kivonatok ¢és a frakciok a kovetkez6 fejezetben leirtak szerint késziiltek.

A kiilonboz0 eljarasokkal kapott frakciok gatld hatdsat Gjbol megvizsgéaltam mikrokultiras
modszerrel (lasd 4.2.10-es fejezet, csak a 150 pl feliiliszo helyett 150 pl frakcidt hasznaltam),

igy lathatova valt, melyik frakcioban maradhattak jelen a gatlé komponensek.

4.2.18.2 Feliiluszok elvalasztasa

A vizsgalat soran az alabbi extrakciok torténtek:
e Hex: Kivonas 7,5 ml hexdnnal majd a feliillisz6 beszaritasa, és 100 pl EtAc -ban
feloldasa.
e EtAc: A maradék kivonasa 5 ml EtAc-cal majd a feliiluszo beszaritasa, és 100 pl EtAc-
ban feloldésa.

e [EtOH: A maradék kivonésa 1 ml EtOH-val majd a feliilusz6 sziirése.
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Az extrakcidk soran a hexéan az apolaris anyagokat vonta ki, az EtAc a szemipolaris, mig az

EtOH a polarisabb anyagokat. A frakciok ezt kovetden HPTLC modszerrel keriiltek vizsgalatra.

A kovetkezd vizsgalathoz a feliiluszok frakcionalasa egy C18 SPE oszlopon (500 mg Merck

Lichrolut) tortént az aldbbiak szerint:

0.

N

A C18 oszlopon a feliilluszobol megkotdédott anyagokat metanollal elualtuk, majd
beszaritas utan feloldottuk 6 ml vizben.

C18 oszlopon atesd feliilluszot liofilizaltuk, azt extrahaltuk 35 ml etanollal
ultrahangfiirdében (1 perc), majd centrifugalas (5 perc, 2000 rpm) utan a feliiluszot
beszaritottuk és feloldottuk 6 ml vizben.

Az el6z0 fazisbol (1) maradt szilard anyagot extrahaltuk 35 ml metanollal
ultrahangfiirdében (1 perc), majd centrifugalas (5 perc, 2000 rpm) utan a feliiluszot
beszaritottuk és feloldottuk 6 ml vizben.

Az el6z6 fazisbol (2) maradt szilard anyagot feloldottuk 6 ml vizben.

2 ml 3-as mintabdl kicsaptuk a peptideket, fehérjéket, amit visszaszuszpendaltunk 1 ml
vizben.

A fehérjekicsapas utdn maradt vizes fazist liofilizaltuk és 2 ml vizben visszaoldottuk.

A fehérje kicsapas az alabbi 1épések szerint tortént:

1.

200 pl fehérjeoldathoz (2ml-es centrifugacsdben) hozzamértiink 800 pl metanolt, majd
alaposan vortexeltiik,

hozzamértiink 200 pl kloroformot, majd megint vortexeltiik,

hozzaadtunk 600 pl vizet és megint vortexeltiik,

13 000 rpm sebességgel 3 percig centrifugaltuk (centrifugalas utan két fazis fog elvalni:
az also kloroformos és a felsd vizes-metanolos fazisok hataran iilnek ki a fehérjék) majd
eltavolitottuk a felsd fazist vigyazva arra, hogy a fazishataron 1évd fehérjéket ne
szippantsuk fel,

az alsd fazishoz hozzaadtunk 1600 ul 50%-os metanolt és 50 pl kloroformot, majd
megint vortexeltiik,

ezutan centrifugéltuk és eltavolitottuk a feliiluszot a 4. pont szerint,

az 5. ¢és 6. pontokat még kétszer megismételtiik (tehat 6sszesen haromszor mostuk a
fehérjéket 50%-o0s metanollal),

az utolsd6 metanolos mosas ¢s a felsd fazis eltdvolitasa utdn hozzamértiink az alsé
fazishoz 800 pl tiszta metanolt (ekkor csapddtak ki véglegesen a fehérjék), majd 13 000
rpm sebességgel centrifugaltuk 10 percen keresztiil. A feliiliszot eltavolitottuk a

csapadékrol ugy, hogy kb. 50 pl felilusz6 még maradjon rajta. Ebben
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visszaszuszpendaltuk, ¢és egyesitettiik az azonos eredeti mintdkat egy 1,5 ml-es
centrifuga csben. Ujra lecentrifugéltuk az eldz3 paraméterekkel. A feliiliszot ezuttal
teljesen eltavolitottuk, hogy még a csé fala sem maradjon nedves,

9. afeliiluszo6 eltavolitasa utdn a fehérjecsapadékot addig szaritottuk szabad levegén, amig
a metanol szagat mar nem éreztiik (kb. 2-4 perc). (Nem szabad talszaritani, mert akkor
nehezebben oldodik vissza!)

10. szaradas utan visszaoldottuk a DTT-vel kiegészitett 2D pufferben (szobahén érdemes
akar tobb oOran keresztiil is oldani, idénként megvortexelni és szonikdlni réviden (1-2
perc, nehogy felmelegedjen)),

11. a visszaoldddas utan maximum sebességgel centrifugaltuk le 10 percen keresztiil
szobahOmérsékleten (nehogy kikristadlyosodjon az urea). Az esetlegesen kiiilepedett
pelletrdl leszivtuk a tiszta fehérjeoldatot, ami igy mar alkalmas fehérje mennyiség

mérésére és rehidrataciora.

A harmadik vizsgalathoz a feliiluszok liofilizdtuma egymas utan egyre polarisabb olddszerrel

volt kivonva, a maradék pedig vizben volt feloldva, igy az alabbi frakciok késziiltek:

A CSM-RMT-1 tbrzs esetén:

e SO — 20 ml hexannal extrahaltuk a liofilizatumot, beszaritottuk a hexanos kivonat 4 ml

vizben felvéve a szarazanyagot,

e S1-20 ml etanollal extrahaltuk a maradékok, beszaritottuk az etanolos kivonatot, 5 ml

vizben felvéve a szarazanyagot,

e S2 — a maradékot feloldottuk 5 ml vizben,

e S3 - 20 ml metanollal extrahaltuk a maradékot, beszaritottuk a metanolos kivonatot 5

ml vizben felvéve a szdrazanyagot.

A CP-P-5 torzs esetén:

e PO - 20 ml hexannal extrahaltuk a liofilizatumot, beszaritottuk a hexanos kivonatot 4 ml

vizben felvéve a szarazanyagot (Asvanyi 2 tapleves)

e P2/2 - 20 ml metanollal extrahaltuk a maradékot, beszaritottuk a metanolos kivonatot 5

ml vizben felvéve a szarazanyagot (Asvéanyi 2 tapleves)

e P2/3 - a maradékot feloldottuk 5 ml vizben (Asvanyi 2 tapleves)
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P1 -20 ml etanollal extrahaltuk a maradékot, beszaritottuk az etanolos kivonatot, 5 ml

vizben felvéve a szarazanyagot (Asvanyi 1 tapleves)

P1/2 - 20 ml metanollal extrahaltuk a maradékot, beszaritottuk a metanolos kivonatot 5

ml vizben felvéve a szarazanyagot (Asvéanyi 1 tapleves)

P1/3 - a maradékot feloldottuk 5 ml vizben (Asvanyi 1 tapleves).
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5. Eredménvek és azok megbeszélése

5.1 A munka soran gyujtott izolatumok

Osszesen 78 baktérium keriilt izoldldsra a négy kiilonbozd élelmiszerfeldolgozé kdrnyezetbdl.

Ezek kozul:

- 20 darab sertés vagohidrol,
- 6 darab zoldségfeldolgozo iizembdl,
- 18 darab tojas feldolgozé lizembdl, mig

- 34 darab tejfeldolgozo tizembdl lett begytijtve.

A telepmorfoldgia vizsgéalata utdn mind a TSA, mind a WL tapagarok feliiletén (9. abra)
hasonlé morfologiat mutatd izolatumokbol csak egy lett kivalasztva a tovabbi vizsgalatokhoz,

igy végiil 64 baktériumot teszteltem le gatld hatas szempontjabol:

- 13-at a sertés vagohidrol,
- 6-ot a zoldségfeldolgoz6 tizembdl,
- 18 izoladtumot a tojas feldolgozo lizembdl, és

- 27-et a tejfeldolgozo tizembdl.

vizsgalata WL tapagaron (sajat fénykép)
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Elelmiszerfeldolgozd  kornyezetben természetes a  mikroorganizmusok nagyszamu
el6fordulasa, még a munkafolyamatokat kdvetd tisztitds utan is (Maes et al., 2019). Munkam
sordn szamos baktériumot sikeriilt begylijtenem a mintavételek sordn, amelyek a 25 °C-os 24
oras inkubalast kovetden a Contact Slide-okon (TSA agarral) és a taplevesekbdl torténd kioltés
utan a TSA agarlemezek feliiletén szemmel lathato telepeket képeztek. Ez alapjan elmondhato,
hogy a munka soran kivalasztott izolalasi helyek mindegyikén nagy szdmu ¢és kiilonbozo
kornyezetbdl, ahonnan az izolatumok begytjtésre keriiltek, a zdldségfeldolgozo és tojas
feldolgoz6 ilizembdl szarmazo 6 illetve 18 izolatum morfologia alapjan mind kiilonbozének
bizonyult, ami a jelenlévd baktériumok jelentds valtozatossagat mutatja. A vagohidrol és a
tejfeldolgozo lizembdl szarmazo 20, illetve 34 izolatum koziil 7-7 kertilt kizarasra morfoldgiai

egyezOségek alapjan (2. melléklet, M2), azonban még igy is nagy szamu, eltérd

s

5.2 Az élelmiszer eredetii patogén baktériumok szaporodasat gatlo izolatumok

szelektalasa

Az ¢élelmiszer alapanyagokbdl €s a feldolgozé kdrnyezetiikbdl gytijtott izoldtumok antagonista
hatasat agar spot modszerrel vizsgaltam L. monocytogenes, Salmonella Hartford, Y.
enterocolitica és E. coli (4. tablazat) ellen. A vizsgalat eredményei azt mutattak, hogy a vizsgalt
64 izolatumbol 20 volt képes gatolni a vizsgalt korokozok legalabb egyikét (6. tablazat a-d).
Ezekben az esetekben az izolatumok koriil részleges vagy teljes feltisztuldsi zondk jelentek
meg. Az izolalt baktériumok koziil kettd (CM-CT-2, CSM-RMT-1) mind a négy korokozot
gatolni tudta legalabb részlegesen, tovabbi két izoldtum harom korokozot gatolt, harom
izolatum két korokozd novekedésére volt negativ hatdssal, 13 pedig csak az egyik korokozot

tudta gatolni valamelyik vizsgalt hdmérsékleten a 6 napos inkubécio alatt.
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6. tablazat A kontakt inhibiciés vizsgdlatok soran gatld hatdst mutatd izolatumok

eredményei S. Hartford (a), E. coli (b), L. monocytogenes (c) és Y. enterocolitica (d)

ellen vizsgdlva a 6 napos inkubacié soran eltérd idépontokban és kiilonbozo

hoémérsékleteken
a)
Salmonella Hartford
1. nap
Kod 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
S2aP | et || S7%P | Felt. | S2P [ Fert. | S72P | Feit. | S22P | Fei. || S22P | Feit. | S%2P | Felt. | S2P | Fet.
CP-P-5 ) - + - + - + ) + ) + ) - - - -
CE-EJ-2 ) - + - + - + ) + ) + - ) - - -
CM-CT-2 ) - + - + - + - + - + - - - - -
CSM-RMT-1 ) - + - + - + - + - + - + - - -
2. nap
Kod 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
S2aP | et || S7%P | Felt. | S2P [ Fert. | S72P | Feie. | S72P | Feit. || S22P | Feit. | S%2P | Felt. | S2P | Fet.
CP-P-5 + - + + + + + ) + ) + - - - - -
CE-EJ-2 + - + ) + () + 4 + ) + - ) - - -
CM-CT-2 + - + - + @) + - + - + - - - - -
CSM-RMT-1 ) - + - + - + - + - + - + - ) -
3. nap
Kod 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
Sz.ap Felt. Sz'ap Felt. Sz.ap Felt. Sz.ap Felt. Sz.ap Felt. Sz'ap Felt. Sz.ap Felt. Sz.ap Felt.
CP-P-5 + - + + + 4 + () + ) + - - - - -
CE-EJ-2 + - + ) + () + 4 + ) + - - - - -
CM-CT-2 + - + + + () + - + - + - - - - -
CSM-RMT-1 + - + ) + - + - + - + - + - ) -
6. nap
Kod 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
S2aP | et || S7%P | Felt. | S2P [ Fert. | S72P | Feie. | S72P | Feit. || S22P | Feit. | S%2P | Felt. | S2P | Fet.
CP-P-5 + - + ) + ) + ) + ) + - - - - -
CE-EJ-2 + - + ) + () + () + ) + - - - - -
CM-CT-2 + - + @) + @) + - + - + - - - - -
CSM-RMT-1 + - + - + - + - + - + - + - ) -
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b)

Escherichia coli
1. nap
Kod 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
S2aP | Fert. | SZ2P | Feit. | S2P | Feit. | S2P | Fert. || 2P | Fert. || S22P | Feit. | S2P | Feit. | S22P | Feit.
CP-P-5 - - - - ) - ) - ) - + - - - - -
CP-S-8 ) - ) - + - + - + - + - - - - -
CE-EJ-2 - - + - + #*) + #*) + () + - #*) - - -
CE-EJ-3 - - ) - + - + - + ) + - - - - -
CE-EJ-4 - - G - + - + - + - + - - - - -
CSE-T-4 - - - - + - + - + - + - + - + -
CSM-RMT-1 || (+) + + + + +
CM-CT-2 (+) (+) + + + + + +
2. nap
Koéd 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
S2aP | ent. || SZ2P | Feit. || S72P | Feit. | S2P | Fert. || 2P | Fert. || S22P | Feit. | SZ2P | Feit. | S22P | Feit.
CP-P-5 - - + - + - + - + - + - - - - -
CP-S-8 + - + - + ) + ) + ) + - - - - -
CE-EJ-2 + - + - + #*) + #*) + () + - #*) - - -
CE-EJ-3 + - + - + ) + ) + ) + - - - - -
CE-EJ-4 #*) - + - + - + - + - + - - - - -
CSE-T-4 - - + - + - + - + - + - + - + -
CSM-RMT-1 + + + + + + +
CM-CT-2 (+) + + + + + (+) +
3. nap
Koéd 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
S2aP | Felt. | SZ2P | Feit. | S2P | Feit. | S2P | Fert. || 2P | Fert. || S22P | Feit. | S2P | Feit. | S22P | Feit.
CP-P-5 @ | - + - + |l »| o+ - + - - - - -
CP-S-8 + - + - + ) + ) + ) + - - - - -
CE-EJ-2 + - + - + #*) + #*) + () + - #*) - - -
CE-EJ-3 + - + - + ) + ) + ) + - - - - -
CE-EJ-4 Q) - + - + - + - + - + - - - - -
CSE-T-4 - - + - + - + - + - + - + @[ + -
CSM-RMT-1 + + + + + + + +
CM-CT-2 (+) + + (+) + + + (+) +
6. nap
Kod 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
S2aP | Felt. | SZ2P | Feit. | S22P | Feit. | S2P | Fere. || S22 | Fert. || S22P | Feit. | S2P | Feit. | S2P | Feit.
CP-P-5 + - + ) + ) + ) + - + - - - - -
CP-S-8 + - + ) + ) + ) + ) + - - - - -
CE-EJ-2 + - + () + #*) + - + () + - #*) - - -
CE-EJ-3 + - + - + ) + ) + ) + - - - - -
CE-EJ-4 + - + () + - + - + - + - - - - -
CSE-T-4 #*) - + () + - + #*) + - + #*) + #*) + ()
CSM-RMT-1 + + (+) + (+) + + + (+)
CM-CT-2 + + (+) + + + + (+) +
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Listeria monocytogenes
1. nap
Koéd 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. || Szap. | Felt.
6/27 - - € - (€ - + - + - + - + - + -
CP-P-2 ) + + + +
CSE-T-4 - - - - - - - - ) - + ) + - + -
CE-EJ-3 - - ) - ) - + - + - + - + - + -
CE-EJ4 - -l ®»] - ®»] - + - + - + - - - - -
CM-CT-2 &) - + - + - + - + - + - &) - - -
CSM-RMT-1{[ » - + - + - + () + () + - + - ) -
2. nap
Koéd 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. || Szap. | Felt.
6/27 - - ) - (€ - + - + - + - + - + -
CP-P-2 ) + + + + +
CSE-T-4 - - - - - - + - + + + ) + - + -
CE-EJ-3 - - + - + - + + + - + - + - + -
CE-EJ-4 - - + - + - + + + + + - - - - -
CM-CT-2 + - + - + () + - + - + - &) - - -
CSM-RMT-1{[ - + - + W + () + () + () + - ) -
3. nap
Koéd 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. || Szap. | Felt.
6/27 - - ) - ) - + - + - + - + - + -
CP-P-2 (+) + + (+) + (+) + +
CSE-T-4 - - - - - - + ) + + + (G + - + -
CE-EJ-3 - - + - + - + + + - + - + - + -
CE-EJ-4 ) - + - + - + + + + + - - - - -
CM-CT-2 + - + () + + + - + - + - - - - -
CSM-RMT-1| & - + ) + ) + ) + ) + ) + - ) -
6. nap
Koéd 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
Szap. | Felt. | Szap. | Felt. || Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. || Szap. | Felt.
6/27 - - ) - + - + - + ) + - + - + -
CP-P-2 + + + + (+) + +
CSE-T-4 - - + - 3] - + ||+ - + | » |+ - + -
CE-EJ-3 ) - + ) + ) + ) + - + - + - + -
CE-EJ-4 #*) - + () + () + () + () + - - - - -
CM-CT-2 + W + () + () + - + - + - - - - -
CSM-RMT-1 + - + () + W + () + - + () + - ) -
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d)

Yersinia enterocolitica
1. nap
Kod 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
Szap. | Felt. || Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. (| Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. [| Szap. | Felt.
CP-P-5 ) - + - + - + - &) - + - ) - - -
CP-P-8 - - - - - - - - + - + - + - + -
C2Z ) - ) - &) - + - + - + - - - - -
CSE-T-4 @) - @) - @) - + - + - + - + - + -
CE-E-1 - - ) - &) - &) - + - + - ) - - -
CE-B-1 - - ) - ) - - - + - + - + - + -
CSE-B-2 - - ) - + - + - + - + - - - - -
CSE-T-1 - - ) - &) - + - + - + - ) - - -
CSE-T-3 -l - el el -+ -1+ -1+ -1=*]-
CE-PT-1 - - - - (&) - (&) - + - + - - - - -
CM-CT-2 @) - + - + - + - + - + - - - - -
CM-SMT-1 &) - ) - ) - + - + - + (&) ) - + -
CSM-RMT-1 - - + - + - + - + - + + + - - -
Rg/ls"ll"\l/[l_— 1 - - ) - + - + - + - + + + - ) -
2. nap
Kad 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
Szap. | Felt. || Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. || Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. [| Szap. | Felt.
CP-P-5 (G - + - + - + - + - + - (G - - -
CP-P-8 - - - - - - ) - + - + - + - + -
C27Z ) - + - + - + - + - + - - - - -
CSE-T-4 ) - + - + - + - + - + @) + + + -
CE-E-1 - - ) - ) - + - + ) + ) - - - -
CE-B-1 - - ) - ) - ) - + - + - + - ) -
CSE-B-2 - - + - + - + - + - + - - - - -
CSE-T-1 - - + - + - + - + - + - + - - -
CSE-T-3 - - G - ) - ) - + - + ) + - + -
CE-PT-1 - - @) - @) - + - + + + + - - - -
CM-CT-2 + - + - + - + ) + ) + - ) - - -
CM-SMT-1 ) - ) - + - + + + + + - + - + -
CSM-RMT-1 - - + - + - + + + + + + + - - -
CSM- - - + - + - + + + + + + + - + -
RMTII-1
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3. nap
Kad 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. [| Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. |[ Szap. | Felt. || Szap. | Felt.
CP-P-5 (G - + - + - + () + () + - ) - - -
CP-P-8 - - - - - - + - + - + - + - + -
C2Z +) - + - + - + ) + - + - - - - -
CSE-T-4 ) - + - + - + - + - + () + + + -
CE-E-1 - - ) - ) - + ) + ) + ) - - - -
CE-B-1 ) - ) - ) - + - + - + - + ) + -
CSE-B-2 - - + - + - + - + - + - - - - -
CSE-T-1 ) - + - + - + - + - + - + ) - -
CSE-T-3 - - &) - +) - + - + - + ) + ) + -
CE-PT-1 - - &) - + - + ) + + + ) - - - -
CM-CT-2 + - + - + - + + + + + - - - - -
CM-SMT-1| - + - + - + () + ) + - + - + -
CSM-RMT-1|| (H - + - + - + + + + + + + - - -
CSM'};MTH' + - + - + - + + + + + + + - + -
6. nap
Kad 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 37°C 42 °C
Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. [| Szap. | Felt. || Szap. | Felt. || Szap. | Felt. [ Szap. | Felt. || Szap. | Felt.

CP-P-5 + - + - + - + () + () + - ) - - -
CP-P-8 - - + - + - + G) + - + - + - + -
C2Z (G) - + G) + - + + + - + - - - - -
CSE-T-4 ) - + - + - + - + + + + + + + -
CE-E-1 - - #* - + () + () + () + () - - - -
CE-B-1 ) - ) - ) - + - + - + - + ) + -
CSE-B-2 + - + - + - + G) + G) + - - - - -
CSE-T-1 ) - + - + - + - + - + - + ) - -
CSE-T-3 () - #* - () - + - + - + () + A + -
CE-PT-1 - - + - + - + + + + + + - - - -
CM-CT-2 + - + - + + + + + A + - - - - -
CM-SMT-1| - + - + () + ) + @) + - + - +) -
CSM-RMT-1 + - + - + 4 + A + A + A + - ) -
CSM'};MTH' + - + - + + + + + + + + + - - -

(t) részleges gatlas

+  teljes gatlas

- nincs gatlas

SZ szaporodas

F feltisztulasi zona

Miutén az izolatumok kozel egyharmada rendelkezett valamelyik vizsgalt patogénnel szemben

gatlo hatassal, ez arra enged kovetkeztetni, hogy a kdrnyezetiinkben, igy az élelmiszerek

kornyezetében is megtalalhatdé mikroorganizmusok nagy része hatassal van mas mikrobak

¢letfeltételeire, €s sok esetben gatolhatjak azok szaporodésat.
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A gatld hatas szempontjabol optimalis homérsékletet illetden megfigyelhetd volt, hogy a
legtobb vizsgalt hdmérsékleten a szaporodas gatldsa csak részleges volt, mig teljes gatlas
csupan egy vagy két homérsékleten volt megfigyelhetd. A kontakt inhibicids vizsgalat soran a
legtobb esetben a gatlo hatas 15 °C és 30 °C kozott volt tapasztalhatd, aminek oka az lehet,
hogy az antagonista baktériumok szamara ezek a hémérsékletek lehetnek az idedlisak a
szaporodashoz, mig a patogének szempontjabol ezek kisebb homérsékletek az optimumukhoz
képest. Az izolatumok gatldé hatdsa néhol mar egy napos inkubdcié utdn kimutathaté volt
azokon a hémérsékleteken, amelyeken a kérokozok is képesek voltak ndovekedni, de legtobb
esetben a 2-3. inkubdcids napot kdvetden jelentek meg a gatld hatdsok. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a gatlasért felelds anyagceseretermékek a szaporodas soran egyre novekvo
mértékben vannak jelen. Néhdny esetben azonban a vizsgdlat hatodik napjara a korokozo
tulszaporodott azon a baktériumtorzson, amely korabban gétolni tudta a novekedését. Ez
jellemzden azokon a nagyobb hdémérsékleteken volt megfigyelhetd, amelyek a patogén

baktériumok szaporodasa szempontjabol idealisabbak voltak.

A gatl6 hatassal rendelkezd baktériumok keresése sordn a legérzékenyebb korokozonak a Y.
enterocolitica bizonyult, mivel a 20 antagonista izoldtum koziil 14 hatott negativan a
novekedésére. A L. monocytogenes €s az E. coli hét, illetve nyolc izolatummal szemben volt
érzékeny, és csak négy baktérium tudta gatolni a S. Hartford novekedését. A gatlo hatasokra

példak az M3 mellékletben lathatoak.

5.3 A gatlo hatassal rendelkezé izolatumok jellemzése, tipizalasa és azonositasa

Az in vitro gatld hatés vizsgéalat eredményei alapjan csak annak a 20 izoldtumnak tortént meg
a tovabbi jellemzése, azonositdsa ¢és tipizalasa, amelyek gatoltdk barmelyik patogén

szaporodasat.

A fiziologiai tesztek eredményei alapjan elmondhatd, hogy egy kivételével valamennyi
izoldtum széles pH intervallumon beliil (3-t6l 9-ig) szaporodott; a CM-SMT-1 torzs azonban
csak pHS5 és pH9 kozott mutatott szaporodast. Homérséklet szempontjabol elmondhatd, hogy
az izolatumok ebben az esetben is széles hatarok kdzott voltak képesek ndvekedni: csupan négy
izoldtum nem szaporodott 42 °C-on, egy izolatum kivételével mindegyik szaporodott 37 °C-on
¢és csak két torzs nem szaporodott az 5 °C-on vald tenyésztést kovetden. Egy izoldtum (CM-
SMT-1) volt, amely nem szaporodott pH 4-en és pH 3-on, a tobbi baktérium mindegyik pH-n

képes volt valamilyen mértékii szaporodasra. A CE-E-1-es izolatum ¢és az elobb mar emlitett
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CM-SMT-1 kivételével, amelyek egyébként is gyengébb szaporodast mutattak a vizsgalatok
soran, az izolatumok pH 7-es értéken szaporodtak a legerdsebben. Osszegezve megallapithato,
hogy az izoldtumok neutrofil és mezofil sajatsagtiak: optimalis pH-értékiikk 7 korili, mig

optimalis ndvekedési hdmérsékletiik 25 °C kozelében van (4. melléklet, M4).

Meg kell jegyezni azonban, hogy a patogének gatlasara felhasznalhato antagonistak esetében
fontos kovetelmény, hogy 6k maguk ne legyenek emberi megbetegedés okozoi. A 37 és 42 °C-
on szaporodast mutatd izolatumok esetében azonban felmeriilhet annak lehetdsége, hogy az
emberi szervezetben uralkoddé hémérsékleten elszaporodva akar negativ hatast is kifejthetnek,
igy amennyiben egy potencidlis antagonista nagy hdmérsékleten is ndvekszik, meg kell

hatarozni annak lehetdségét, hogy képes-e megbetegedést okozni.

A biokémiai vizsgéalatok eredményei alapjan mind a 20 antagonista izolatum katalaz-pozitiv
volt, hét koziiliikk nem mutatott citokrom-c-oxidaz aktivitast. A KOH-teszt eredményei szerint

kilenc izolatum Gram-pozitivnak, 11 pedig Gram-negativnak bizonyult (7. tablazat).

7. tablazat Az antagonista hatassal rendelkez6 izoldtumokkal elvégzett biokémiai tesztek

eredményei
Az 1zolratum Kéd Katalaz Oxidaz KOH!
forrasa
. 627 + + i
Z06ldség C2Z T + +
CP-P-2 + + -
Has CP-P-5 + + -
CP-P-8 + +
CP-S-8 + + -
CSE-B-2 + + -
CE-B-1 + - +
CE-PT-1 + - +
CE-EJ-2 + + -
Tojés CE-EJ-3 + + -
CE-EJ-4 + + -
CSE-T-1 + + +
CSE-T-3 + - +
CSE-T-4 + - +
CE-E-1 + + +
CM-CT-2 + + -
Tej CM-SMT-1 + -
CSM-RMT-1 + - -
CSM-RMTII-1 + - -
+: pozitiv
-: negativ

! Gram szerinti pozitivitdis KOH teszt alapjan
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Ezekbdl az eredményekbdl az latszik, hogy kozel azonos volt a Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumok ardnya az antagonista izolatumok kozott, illetve, hogy valamennyi aerob vagy

fakultativ anaerob mikroba.

Az antagonista izolatumokat az azonositasukat megeldzéen RAPD-PCR-rel vizsgaltam annak
érdekében, hogy képet kaphassak a klondlis kapcsolataikrol, azaz hogy milyen mértékben
hasonlitanak vagy térnek el egymastol. A molekularis tipizalas eredményei alapjan elmondhato,
hogy a legjobban értékelheté mintazatokat a D8635 primerrel sikeriilt elérni (10. dbra). Az
OPE18-cal végzett tipizalas nem volt sikeres, mivel sok esetben nem keletkeztek amplikonok,
mig az M13-mal és a D8635-tel végzett tipizalas azt mutatta, hogy mind a hlisz antagonista

izolatum klonélisan kiilonb6z0, azaz eltérd torzseket reprezentalnak.

)
40
€0
&0
100

B! CE-PT-1 Rothia endop.
1
3

{ CSE-T-1 Staph. vitulinus
! CSM-RMT-1 Serratia m.
. 6/2Z Bac. toyonensis
]. CSE-B-2 Ps. rhizosphea.
| l CE-EJ-3 Ps. extremaust.
] [ CP-P-5Ps. lundensis
| I CM-CT-2 Ps. azotoform.
B | CSM-SMT-1 Staph. sciu.
7 C2Z Bac. wheinstephan.
y T CP-P-8 Paenibac. pabuli

’, CE-EJ-2 Ps. lundensis
E ‘ §  CSM-RMT-I-1 Seratia.
;.. CE-E-1 Macrococcus c.
. CE-B-1 Macrococcus c.
)
&

B| CE-Es4Ps. azotoform.
f | CP-S-8Ps. granadensis
2R | CSE-T-4 Bac. pumilus
I CP-P-2 Ps. azotoforma.
B | CSE-T-3 Macrococcus .

10. abra Az antagonista izolatumok RAPD-PCR vizsgélata soran kapott mintazatok D8635

primert hasznalva

A torzsek azonositdsa miniatlir identifikacios tesztekkel és a 16S rRNS-t kodolé 16S rDNS-
gének szekvencia elemzésével tortént. Amint az a 8. tablazatbol lathato, a két moddszer
szignifikansan eltéré eredményeket adott. A Pseudomonas torzsek azonositasa az API-tesztek
esetében nemzetség szinten volt elfogadhatd, mig az Osszes tobbi vizsgalt baktériumot a
miniatiirizalt tesztek tévesen azonositottdk, ami hangstlyozza a nem klinikai izoldtumok

molekularis azonositasanak sziikségességét.
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8. tablazat:

A baktérium

izoldtumok azonositdsdnak eredményei miniatlirizalt

identifikacids tesztekkel és a 16S rDNS gének szekvenalasaval

Forras Kod Miniatiirizalt identifikacios teszt 165 rDNS szekvlené%és (hasonldsdgi
szdzalék)
Z5ldség- 6/272 Lactococcus lactis ssp. cremoris Bacillus toyonensis (100%)
feldolgozo C27Z Enterococcus avium Bacillus weihenstephanensis (99.91%)
CP-P-2 Ps.fluorescens Pseudomonas azotoformans (99.7%)
Hus- CP-P-5 Ps. putida Pseudomonas lundensis (99.9%)
feldolgozo CP-P-8 Sphingomonas paucimobilis Paenibacillus pabuli (99.9%)
CP-S-8 Ps. fluorescens Pseudomonas granadensis (100%)
CSE-B-2 Acinetobacter baumanii/
calcoaceticus Pseudomonas rhizosphaerae (99.05%)
CE-B-1 Corynebacterium renale Macrococcus caseolyticus (99.8%)
CE-PT-1 Staph. kloosii Rothia endophytica (100%)
5 CE-EJ-2 Ps. putida Pseudomonas lundensis (99.9%)
feglcc?lags(;zé CE-EJ-3 Ps. fluorescens Pseudomonas extremaustralis (99.81%)
CE-EJ-4 | Ps.fluorescens Pseudomonas azotoformans (99.59%)
CSE-T-1 | Lactococcus lactis ssp. cremoris Staphylococcus vitulinus (100%)
CSE-T-3 | Staph. haemolyticus Macrococcus caseolyticus (99.8%)
CSE-T-4 | Helcococcus kunzii Bacillus pumilus (100%)
CE-E-1 Satph. haemolyticus Macrococcus caseolyticus (99.79%)
CM-CT-2 | Ps. fluorescens Pseudomonas azotoformans (99.52%)
Staphylococcus sciuri subsp. sciuri
CM-SMT-1 Streptococcus intermedius (1 015‘7);) g
Tejizem Serratia marcescens subsp. marcescens
CSM-RMT-1 Burkholderia cepacia (99.5%) "
Serratia marcescens subsp. marcescens
CSM-RMTII-1 Aeromonas hydrophilia/caviae (100%) i

A biokémiai tesztek eredményeit az azonositas eredményeivel dsszevetve elmondhatd, hogy a

szakirodalmi adatokkal (Go6tz et al., 2006) ellentétben, ahol kataladz és oxidaz pozitivként irjak

le a Macrococcus nemzetségbe és a Staphylococcus sciuri fajhoz tartoz6 baktériumokat, az

altalam Macrococcus caseolyticus-ként azonositott harom izolatumbol ketté (CE-B-1, CSE-T-

3) oxidaz negativnak bizonyult, és ugyanez volt megfigyelhetd a Staphylococcus sciuri (CM-

SMT-1) izolatumnal is. Ez alapjan az altalam izolalt Macrococcus-ok kiilonbdznek egymastal,

amit a RAPD-PCR eredményeibdl késziilt dendogramm is alatdmaszt.

A CSE-T-4 izolatum (Bacillus pumilus) oxiddz negativ eredményt adott, ami Liu és Jurtshuk

(1986) cikke alapjan eléfordulhat bizonyos B. pumilus torzseknél, valamint az oxidaz pozitiv

torzsek esetében is kozel eshet az autooxidacios idépont megjelenéséhez a pozitivitast jelzd

szinvaltozas megjelenése.

70




Az eredményeket figyelembe véve elmondhaté az is, hogy a KOH-teszt alapjan Gram-
negativnak tekintett CP-P-8 jelli torzs a szekvencia analizis szerint Paennibacillus pabuli-ként
lett azonositva, amely azonban egy Gram-pozitiv baktérium. Ezt a jelenséget mar korabban
Tsukatani és mtsai (2011) is megfigyelték Paenibacillus macerans esetében, ahol a KOH-
tesztben szintén Gram-negativ eredményt mutatott az egyébként Gram-pozitiv baktérium.
Osszegzésképpen tehat megallapithatd, hogy az antagonista baktériumok fele (azaz 10 torzs)
Gram-negativ volt, és a Pseudomonas nemzetség képviseltette magat a legnagyobb
torzsszammal, mivel Osszesen 8 izolatum keriilt azonositasra Pseudomonas-ként. Ez
Osszhangban van a korabbi, biokontroll torzsekkel kapcsolatos megfigyelésekkel is, mert a
szakirodalomban is nagyon gyakran taldlkozhatunk Pseudomonas nemzetségbdl szarmazod

antagonista torzsekre vonatkozé megallapitasokkal.

A molekularis azonositas eredményei alapjan a gatlo hatassal rendelkezd baktérium izolatumok
hét kiilonbozé nemzetséghez tartoznak: Pseudomonas, Serratia, Bacillus, Paenibacillus,
Macrococcus, Staphylococcus, és Rothia (11. édbra). Pseudomonas torzseket mar kordbban is
leirtak és vizsgaltak, mint potencidlis biokontroll baktériumokat, (lasd 3.5.4.1,), de a tobbi
nemzetséghez tartozd baktériumok ilyen irdnyu vizsgalatarol a szakirodalomban csak elvétve

talalhato leiras.
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11. abra A munkam soréan izolalt antagonista izoldtumok nemzetség szerinti megoszlasa a

16S rDNS gének szekvenalasaval kapott eredményei alapjan

Korabban Foldes és munkatarsai (2000) izolaltak egy Bacillus subtilis torzset, amely képes volt

nagymértékben gatolni a L. monocytogenes és a S. aureus novekedését. Egy nem-patogén
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Paenibacillus alvei torzset vizsgalva Knolhoff és munkatarsai (2015) megallapitottak, hogy
antagonistaknét viselkedik olyan, az élelmiszerekben el6forduld bakterialis korokozok ellen,

mint a Salmonella, Escherichia, Listeria, Shigella, Enterobacter és Staphylococcus.

A Staphylococcus nemzetségbe tartozd baktériumok az ember €s mas emldsok koérokozoi,
¢lelmiszerekben is gyakran eléfordulhatnak. A koaguldz-pozitiv torzseket tekintik leginkabb
patogénnek, mig a koaguldz-negativ Staphylococcus-ok a borén fordulnak el gyakran,
azonban ezek kozott is vannak olyan fajok, amelyek fertézéseket okozhatnak (Foster, 1996;
Rodriguez-Sanchez et al., 2022). Cebrian és munkatarsai (2020) ugyanakkor bebizonyitottak,
hogy a Staphylococcus xylosus hatasos biokontroll lehet ochratoxin termeld Penicillium

nordicum ellen.

A Macrococcus nemzetség evoluciosan kozeli rokonsdgban all a Staphylococcus-okkal,
azonban a Staphylococcus-okkal ellentétben a Macrococcus fajok az allati gazdaszervezeteikre
nézve avirulens baktériumoknak szdmitanak (Mazhar et al., 2018). Emellett a Macrococcus
caseolyticus baktériumot élelmiszerekben iz- és aromakialakitasért felelds starterként is
szoktak alkalmazni (Ramos et al., 2021). A masztitiszt okoz6 Streptococcus-ok ellen vizsgalva
bakteriocin termelést figyeltek meg Macrococcus caseolyticus esetében, de tovabbi vizsgalatok
sziikségesek ennek meghatarozasara (Aldayel, 2019) Elelmiszereknél biokontrollként vald

hasznalatardl nem talalhato leiras a szakirodalomban.

Purkayastha és munkatarsai (2018) bizonyitottdk egy, a tea rizoszférdjabol izolalt S.
marcescens torzs novénynovekedést eldsegitd és biokontroll hatdsat, mig a Rothia endophytica-
t eldszor Xiong és munkatarsai (2013) izolaltdk egy vizi éveldé gydgynovény Dysophylla
stellata (Lour.) Benth. egészséges gyokereibdl, de mint biokontroll baktériumot még nem irtak

le.

Ahhoz, hogy a munkdm soran izolalt torzsek, vagy az altaluk eldallitott anyagcseretermékek
biokontroll mikrobakként felhasznalhatok legyenek, tovabbi vizsgalatokra van sziikség. Az
altalam is izolalt Macrococcus caseolyticus fajrol nemrégiben megallapitottak, hogy
antibiotikum rezisztencia géneket hordoz, amelyek, ha az élelmiszerekben is eléfordulo
patogén Dbaktériumokba (mint a korokozd sztafilokokkuszok) is atjutnak, komoly
huménegészségiigyi problémat jelenthetnek (Ramos et al., 2021). igy a tovabbi vizsgalataim
soran torekedtem arra, hogy az antagonista hatissal rendelkezd torzseket minél atfogdbb
vizsgalatoknak vessem ald a biokontrollként vald felhasznalhatosaguk megallapitasa

érdekében.
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5.4 Egyiitt tenyésztéses vizsgalatok

5.4.1 A Ps. lundensis CP-P-5 torzs hatasa S. Hartford szaporoddsara egyiitt tenyésztéses

vizsgalat sordn

A Ps. lundensis CP-P-5 torzs kiilonb6z6 aranyt sejtjeit S. Hartforddal egyiitt tenyésztve TSB
levesben vizsgaltam az antagonista hatdsat a patogénre. A legjobb gatld hatas 24 6ras inkubacio
utan volt megfigyelhetd, és ez a gatlas akkor volt a leghatékonyabb, amikor az antagonista torzs
sejtjeinek aranya 1000-szer nagyobb volt, mint a korokoz6é (12. dbra). A hatodik napi méréskor
a gatlo hatés jobb volt, mint a méasodik és harmadik napon, de minden sejtszamaranyban joval
gyengébbnek bizonyult, mint az elsé napon. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy bizonyos
antagonista vegyiiletek az inkubdaci6 elsd 24 orajaban termelddnek, és késdbb hatasuk gyengiil.
Ez a gatld metabolitok 4atalakuldsdnak vagy lebomlasdnak eredménye lehet, ami
koncentraciojuk csokkenését okozza. Tovabba valoszinii, hogy tobb vegyiilet felelés a Ps.
lundensis CP-P-5 gatl6 hatasaért, ezért valtozik annak erdssége, és lesz tjra nagyobb az utolso
inkubécios napon megfigyelt hatds. A gatlds mértéke a kontakt inhibicios vizsgalatban sem
mutatott egyértelmi Osszefliggést a tenyésztési ido valtozdsaval, ami szintén a tobb gatlo

komponens vagy mechanizmus meglétét valdszintisiti.
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12. abra Ps. lundensis CP-P-5 torzs egyiitt tenyésztéses vizsgalatanak eredménye S.

Hartforrdal TSB levesben
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5.4.2 A S. marcescens CSM-RMT-1 torzs hatdasa Salmonella enterica szaporoddsara egviitt

tenyésztés soran

A S. marcescens CSM-RMT-1 antagonista hatasat tojasbol izolalt Salmonella enterica (lasd
4.2.9. fejezet) ellen vizsgaltam TSB-ben és tejben egyiitt tenyésztéssel. A S. marcescens CSM-
RMT-1 negativ hatassal volt a korokoz6 ndvekedésére TSB-ben, ami az 1:1000 sejtszamarany
esetében volt a legnagyobb mértékii, azonban a gatlas jol lathatd volt mindegyik esetben. Az
antagonista hatés a szalmonella szamanak kozel két nagysagrendnyi csokkenését okozta az elsd
nap utan. Ugyanakkor az is lathato, hogy a hatodik napon mar nem volt szignifikans kiilonbség
az €letképes Salmonella sejtek szdmaban a kiilonb6z6 aranyban vizsgalt tenyészetek kdzott (13.

abra).
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13. abra S. marcescens CSM-RMT-1 és Salmonella enterica taplevesben torténd egyiitt

tenyésztésének eredményei

A tejet élelmiszermatrixként hasznilva a CSM-RMT-1 jobb gatld hatast mutatott mindkét
alkalmazott sejtszamarany esetén (1:1 és 1:1000), mivel a szalmonella szama legaldbb egy
nagysagrenddel kevesebb volt, mint a taplevesben végzett kisérletben. Az inkubacids iddszak
alatt a korokozo lassan ijra novekedni tudott, és az utols6 napon a szalmonella szamok kozotti
kiilonbség az egyes keverékekben kevesebb mint egy nagysagrendnyi volt, azonban ez még

mindig jelentds volt a kontroll mintahoz képest (14. abra).
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14. abra S. marcescens CSM-RMT-1 és Salmonella enterica tejben valo egylitt

tenyésztésének eredményei

Az eredmények alapjan a CSM-RMT-1 bizonyos mértékben gatolni tudta a vizsgalt patogén
szaporodasat, lassitva annak novekedését. Tejben vizsgéalva ez a hatas még erdteljesebb volt,

aminek oka lehet a megvaltozott tapkdzeg mellett a tejben taldlhatd antimikrobds anyagok is.

Az egyiitt tenyésztési vizsgalatok eredményei alapjan elmondhatd, hogy bar a tesztelt
antagonista torzsek képesek voltak a Salmonella sejtek szaporodasat mérsékelni, jelentds
sejtszamcsokkenés azonban nem volt tapasztalhato, illetve a gatld hatassal bir6 torzsek sejtjeit
a patogénhez képest olyan nagy koncentracioban kellene alkalmazni, amely élelmiszerek
esetében akar romlési folyamatokat is indukélhatna. Ezen megfigyeléseket alapul véve a
tovabbi kisérletek sordn a gatlo torzsek anyagcsere termékeire fokuszalva végeztem el

vizsgélataimat.

5.5 Sejtmentes feliiluszok gatlo hatasanak vizsgalata

A kontakt inhibicios vizsgalatoknal gatlast mutatd izolatumok sejtmentes feliiliszojanak
hatasat a patogének szaporodasara mikrotiter lemezes modszerrel megvizsgalva elmondhato,
hogy csak a Y. enterocolitica esetében volt teljes gatlas megfigyelhetd. A tobbi patogén
baktérium szaporodasat nem, vagy csak részlegesen tudtdk gatolni a sejtmentes feliiliszok
(MS5). Emellett agar lyukdiffuziés modszerrel is leteszteltem két Ps. lundensis (CP-P-5 és CE-
EJ-2) torzs sejtmentes feliiluszojat S. Hartford ellen, azonban semmilyen gatld hatas nem volt
megfigyelhet6 ezzel az eljardssal (15. dbra), mig mikrokulturés tenyésztés soran kis mértékben

ugyan, de késleltetni tudtak a patogén szaporodasat a feliiluszok (M5, 1.)

75



15. abra A Ps. lundensis torzsek sejtmentes feliiluszoinak agar lyukdiffuzios vizsgélattal
kapott eredményei S. Hartford ellen. (A vizsgalat soran nem keletkezett feltisztuldsi

zona a S. Hartford esetén, tehat a feliiluszoknak nem volt gatld hatasa.)

A sejtmentes feliiliszok hatdsanak mikrokultiras vizsgéalatanal tovabba megfigyelhetd volt,
hogy bizonyos esetekben a gatlo hatas csak 3 napos inkubacidt kovetden jelentkezett, mig a
kontakt inhibicios vizsgalatban a feltisztulasi zondk mar 1-2 napos inkubacié utan lathatdak
voltak. Az eredmények alapjan elmondhat6 az is, hogy a torzsek esetében megfigyelt teljes és
részleges gatld hatds az agar-spot modszer esetén nem korrelalt a sejtmentes feliiluszok
eredményeivel (9. tdblazat), 6sszességében tehat megallapithato, hogy a sejtmentes feliiluszok
kevésbé bizonyultak hatékonynak, mint az agar spot modszernél a sejtekkel végzett
vizsgalatok. Ezek alapjan arra lehet kdvetkeztetni, hogy vagy nem extracellularis metabolitok
felelosek a gatld hatasért, vagy a folyékony kozegben a gatlo komponens nem tud olyan
mértékben koncentralddni, mint a szilard agar esetében, ahol a torzs 4ltal képzett telep koriil az

agarba diffunddlva nagy mennyiségben van jelen a gatlasért felelés metabolit.

A kontakt inhibicios vizsgalat soran a kialakult feltisztuldsi zonak legtobb esetben a vizsgalat
teljes idOtartama alatt fennmaradtak, mig a sejtmentes feliiliszok gatlé hatdsa nem volt

kimutathaté minden egyes mérési napon, emellett a gatlds megjelenése véletlenszerti volt a
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hatnapos inkubacid soran. Részleges gatlasok tobb vizsgélati napon is kimutathatok voltak,
azonban hat napon 4t tartd gatlo hatast nem sikeriilt kimutatni. A spot modszer és a sejtmentes
feliiliszok eredményeit dsszevetve elmondhaté tehat, hogy a kontakt inhibicios vizsgalat (spot
madszer) esetén 4, 8, 7 és 14 izolatum tudta gatolni a L. monocytogenes, a S. Hardford, a Y.
enterocolitica és az E. coli ndvekedését, mig ezek koziil a folyadéktenyészetben - ahol az
extracellularis metabolitok hatdsat vizsgaltam - csak 2, 4, 3 és 13 izoldtum volt negativ hatassal
a patogének szaporodasi képességére (9. tablazat). Hasonlot figyeltek meg Pelyuntha és
munkatarsai (2019), akik a tejsavbaktérium-kulturakbdl szarmazé sejtmentes feliiliszok hatasat
vizsgaltak Salmonella-torzsekre, és megallapitottdk, hogy a feliiliszok hasznalata esetén
kevesebb izolatum Orizte meg a korokozokkal szembeni aktivitasat az agar spot teszthez képest.

Feltételezték, hogy ennek hatterében a gatld anyagceseretermékek korlatozott oldhatdsaga all.
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9. tablazat Az antagonista torzseknél megfigyelt gatld hatasok kontakt inhibicidval (agar

spot modszerrel) €s sejtmentes feliiliszokat vizsgalva

Salmonella Eserichia Listeria Yersinia
Forrés Kod Hartford coli monocytogenes | enterocolitica 16S rDNS azonositas
eredménye
K F K F K F K F
Z5ldség- 6/27 - - +) +) - B. toyonensis
feldolgozo 22 - - + + B. weihenstephanensis
CP-P-2 - - #* - - Ps. azotoformans
His- CP-P-5 + ) () () - +) - Ps. lundensis
uzem CP-P-8 - - - @) “F Pa. pabuli
CP-S-8 - () - - - Ps. granadensis
CSE-B-2 - - - +) + Ps. rhizosphaerae
CE-B-1 - - - @) @) M. caseolyticus
CE-PT-1 - - - + + R. endophytica
CE-EJ-2 + ) () () - - Ps. lundensis
Tojés- CE-EJ-3 - (Ga) (Ga) + ) - Ps. extremaustralis
uzem CE-EJ-4 - () () + +) - Ps. azotoformans
CSE-T-1 - - - +) + St. vitulinus
CSE-T-3 - - - + + M. caseolyticus
CSE-T-4 - () - + - + + B. pumilus
CE-E-1 - - - @) @) M. caseolyticus
CM-CT-2 + - + - + - ) (€3) Ps. azotoformans
CM-SMT-1 - - - + + St. sciuri subsp. sciuri
Tejlizem
) CSM-RMT-1 ) ) o _ o ) " ) S. marcescens subsp.
marcescens
CSM-RMTIL-1 ) } ) " " S. marcescens subsp.
marcescens
() részleges gatlas
+ teljes gatlas
- nincs gatlas
nem vizsgalt
K kontakt inhibicids vizsgalat
F feliilaszos vizsgalat

Ahogy a spot mddszernél, ugy a feliiluszokkal végzett vizsgalatok sordn is a Y. enterocolitica

bizonyult a legérzékenyebb patogén baktériumnak. Mig a tobbi patogénnél a gatld izolatumok

szama lefelez6dott a feliiliszok hatékonysaganak vizsgéalatakor, addig a Y. enterocolitica-nal

csak egy izolatum volt hatastalan az extracellularis metabolitokat vizsgélva, és volt tobb olyan

torzs is, amelyek feliiluszoja teljes gatlast volt képes elérni a 24 ords mikrotiter lemezes

tenyésztés soran, holott a kontakt inhibicional csak részleges gatlas volt megfigyelhetd. Ez a
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kovetkezd esetekben fordult eld: a CSE-T-1 haromnapos, a CSE-B-2 hatnapos ¢s a CP-P-8
harom és hatnapos tenyészetébdl késziilt feliiluszoknal. Ezek teljes gatlo hatdssal rendelkeztek,
szemben a spot modszernél az agar feliiletén megfigyelt részleges gatlassal. Ezen eredmények
arra engednek kovetkeztetni, hogy nem csak egy metabolit felelds a gatlo hatas kialakulasaért,

hanem t6bb komponens vesz részt az inhibicidoban.

a)
14
i 1,2
®
a 1 — S3lmonella kontrol
5 0.8 —S+CPPS _rdzont
8 0,6 S+CPPS
g 0,4 —S+CEE)2_rdzott
0,2 e S+C EEJ 2
0
0 5 10 15 20
1d& (6ra)
b)
14
e Sa Imonella
kontroll
e S+ CPP5_rézott
S+CPPS
w— S+ CEEJ2_razott
1d6 (6ra)

16. abra Egynapos tenyésztést kovetden eldallitott sejtmentes feliiluszok gatlo hatasa S.
Hartford ellen kiillonboz6 tapkozegekben torténd tenyésztés utan. Tenyésztés (a) TSB

taplevesben és (b) TGE taplevesben.

Beldk és Maraz (2015) megfigyelték, hogy kiilonbozd tenyésztési koriilményeket alkalmazva a
L. monocytogenes ellen hatékony Pseudomonas sp. antagonista torzs esetén eltérd gatld hatés
volt kimutathatd, ezért munkdm sordn megvizsgaltam egy masik, altalanosan alkalmazott
taplevesben (TGE-ben) nem statikus koriilmények kozott tenyésztett Ps. lundensis torzsek (CP-

P-5 ¢és CE-EJ-2) sejtmentes feliiliszdjanak hatdsat S. hartford ellen. Ezen vizsgalt torzsek
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esetében elmondhato, hogy sem a TGE tapkozeg, sem a razatott tenyésztés nem segitette eld a
gatlo komponens termelddését, sot, a korabban megfigyelt gatld hatas sem volt olyan mértéki,
mint a statikus koriilmények kozott, TSB-ben tenyésztett sejtek esetén késziilt feliiluszok

vizsgalatakor (16. 4bra).

A gatld hatasok megfigyelésére iranyuld vizsgalatok alapjan négy torzs kertilt kivalasztasra a
tovabbi kisérletek elvégzéséhez. Ezeknek volt mind a kontakt inhibicios tesztek, mind a
feliiliszos vizsgalatok sordn a legerdsebb és/vagy legtobb patogén ellen hatdsos gatloanyag

termelése. Ezen torzsek az alabbiak voltak:

e Pseudomonas lundensis CP-P-5
e Serratia marcescens subsp. marcescens CSM-RMT-1
o  Pseudomonas lundensis CE-EJ-2

e Pseudomonas azotoformans CM-CT-2.

5.6 Koncentralt sejtmentes feliilluszok gatlo hatasanak vizsgalata

A sejtmentes feliiluszok gatld hatas vizsgalatanak eredményei alapjan valosziniisithetd volt,
hogy a gétlé komponensek folyékony tapkozegben nem tudnak megfeleléen koncentralodni,
igy liofilizalassal probaltam toményebb feliiliszokat 1étrehozni. A liofilizalassal koncentralt
feliiluszok hatasanak eredményei (17. 4bra) is ezt tdmasztottak ald, ugyanis a 10-szeres
koncentratumok sokkal hatékonyabban voltak képesek a patogének szaporodasat
visszaszoritani. Mindebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy extracellularis metabolit(ok)
felelds(ek) a gatld hatasokért. Emellett az igy jobban lathato gatld hatasokrdl az is elmondhatd,
hogy leghatékonyabbnak az egy- ¢és a haromnapos tenyészetek feliiluszoi bizonyultak, kivéve
a CM-CT-2 jelti Ps. azotoformans torzsnél. Itt az egynapos feliiliszo gatlo hatasa csak a 24 6ras
tenyésztési id6 elsd felében volt nagyobb, mint a harom ¢és hatnapos tenyészetekbdl késziilt
feliiluszoknak, majd késdbb megkozelitette a kontroll patogének szaporodasi gorbéit, vagy akar

tul is nott rajtuk.
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a) Salmonella + liofilizilt sejtmentes feliiliszék

1,4 —>Salmonella kontroll
—~CE-EJ)-2 _1 nap
——CE-EJ)-2 _3 nap
—CE-EJ-2 _6 nap
——CP-P-5 _1nap
——CP-P-5_3 nap
——CP-P-5 _6 nap
——CSM-RMT-1_1 nap
~——CSM-RMT-1 _3 nap
——CSM-RMT-1_6 nap
——CM-CT-2_1 nap
~——CM-CT-2_3 nap
~——CM-CT-2 _6 nap

1d6 (6ra)

b) E.coli + liofilizdlt sejtmentes feliiliszok

14

—E. coli kontroll
—CE-E)-2 _1 nap
——CE-B)-2 _3 nap
—CE-EJ-2 _6 nap
——CP-P-5 _1nap
——CP-P-5 _3 nap
——CP-P-5 _6 nap
——CSM-RMT-1 _1 nap
——CSM-RMT-1 _3 nap
——CSM-RMT-1 _6 nap

——CM-CT-2 _1nap

~——CM-CT-2 _3 nap

0 ——CM-CT-2 _6 nap

0 5 10 15 20
1d6 (6ra)
) Listeria + liofilizalt sejtmentes feliilGszék

1,4
1,2

—Listeria kontroll

—CSM-RMT-1_1

nap
~——CSM-RMT-1_3

Abszorbanciasgsm

nap
~——CSM-RMT-1_6

nap
——CM-CT-2 _1nap

146 (6ra)
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d) Yersinia + liofilizalt sejtmentes feliiltiszok

14

12 —Yersinia kontroll

—CE-BE-2 _1 nap

—CE-BE-2 _3 nap

038 ——CE-EJ-2 _6 nap

——CP-P-5 _1nap

Abszorbancia sgsam

——CP-P-5 _3 nap

04 — ——CP-P-5 _6 nap

e m— = ——— —CSM-RMT-1 _1

0,2 m—

nap

CSM-RMT-1_3
nap

0 —CSM-RMT-1_6

nap

1dé (6ra)

17. abra Liofilizalassal koncentralt sejtmentes feliiluszok gatld hatas vizsgalatanak

eredményei (a-d)

A vizsgélt S. Hartford ellen a leghatdsosabbnak a Ps. [undensis CP-P-5 egynapos, és a S.
marcescens CSM-RMT-1 hdromnapos tenyészetébodl késziilt feliilluszoja bizonyult, ezt kdvette

a CP-P-5 haromnapos és a CSM-RMT-1 egynapos tenyészetébol késziilt feliiltiszo.

E. coli ellen a CM-CT-2-es jelli Ps. lundensis kivételével minden vizsgalt feliiliszo erds gatld
hatast mutatott, azonban a CM-CT-2 mindhdrom tenyésztési napon késziilt feliiliszdja is

részleges gatlo hatasu volt.

A vizsgalt Listeria torzs ellen a CSM-RMT-1 egynapos tenyészetébdl nyert feliiluszoja
rendelkezett a legerdsebb gatld hatdssal, a tobbi vizsgalt feliilusz6 csak részleges hatast
mutatott, &m a nem koncentralt feliiliszokhoz képest igy is nagyobb mértékli volt a gatlas

valamennyi esetben.

A Y. enterocolitica ellen leghatdsosabbnak a CSM-RMT-1 egynapos tenyészetébdl nyert
feliiliszoja mutatkozott, még ezt kovették a CM-CT-2 és CP-P-5 egynapos tenyészetébdl
szarmaz6 feliiluszok, de Iényegében az Osszes vizsgalt feliilluszo szinte teljesen gatolta a
szaporodasat. fgy ebben a vizsgalatban is ez a patogén bizonyult a legérzékenyebbnek,

hasonloan a kordbban megfigyelt eredményekhez.

Ezen eredmények alapjan elmondhatd, hogy a sejtmentes feliilluszokban jelenlévd
extracellularis metabolitok jo gatlo hatast képesek elérni a vizsgélt patogénekkel szemben, ha

megfelelden koncentralt formaban vannak alkalmazva.

82



5.7 Antibiotikum érzékenységi vizsgalat

Eddigi eredményeim alapjan megallapithatd, hogy az antagonista torzsek esetében a patogének
elleni legjelentdsebb gatld hatas a koncentralt sejtmentes feliiluszok esetében volt kimutathato.
Ezek a kivonatok ugyan nem tartalmazzdk a baktérium sejteket, de eléfordulhat, hogy a
sejtszuszpenzioban lizalt sejtek is megtalalhatok, amelyek genetikai anyaga a sziirletbe
keriilhet. Ezen extracellularis DNS molekuldk igy részt vehetnek természetes rekombinacios
folyamatokban is, amelynek kovetkeztében az esetlegesen antibiotikum rezisztencidval
rendelkezd gatld torzsek szerepet jatszhatnak az ellenalld képesség tovabbadasdban. Ennek
vizsgalata érdekében 11 antibiotikummal szembeni érzékenységét teszteltem le a négy
kivalasztott torzsnek. A vizsgéalat eredményei a 10. tdblazatban lathatdak. Bar feltisztuldsi zona
megfigyelheté volt az alabbi esetekben, az EUCAST Breakpoint tabldzata alapjan
meropenemre ¢s ceftadizimere rezisztensnek bizonyult mind a hdrom Pseudomonas torzs.
Imipenem esetében csak a CM-CT-2-es torzs értéke esik a rezisztens tartomanyba. Az
EUCAST ajanlasa szerint chloramphenicol, erythromycin és norfloxacin nem alkalmas
szisztémas fertdzések kezelésére Pseudomonas spp. esetén, ezért toréspontot sem hataroz meg
rajuk, mig a naldixinsav a nem alkalmazandoé kategoridban szerepel.

S. marcescens-r6l nem tartalmaz az EUCAST tabldzata zona atmérdé adatokat, igy a CSM-
RMT-1-es torzs esetén nem rendelhetok az értékekhez az egyes (rezisztens, atmeneti vagy

érzékeny) kategoridk.
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10. tablazat Az antibiotikum érzékenységi vizsgalat eredményei. A mért feltisztulasi zondk mm-ben vannak megadva.

CP-P-5 CSM-RMT-1
Tamadaspont Antibiotikum Ps.CEt;aEdJejs s Ps. . Ps. aczl\o/[t_(S’gr_jwns S. 1 <Rezisztens’  Atmeneti® >Erzékeny’
lundensis marcescens
meropenem . . I 17 18 18-23 24
sejtfal,sfimém piperacillin 30 27 32 28 18 18-49 50
® _%Zif;m) ceftadizime B ] ] 23 17 17-49 50
imipenem 34 33 12 26 20 20-49 50
citoplazma i tin-szulfat 17" 18! 16! 19 i i i
membran
fehérjeszintézis -
(30S) amikacin 29 29 28 21 15 - 15
fehérj eszintézis kloramfenikol 10! 12! 10' 29 - - -
(50S) eritromicin 0! 0! 0! 0 - - -
nalidixinsav 18> 18> 14? 26 - - -
DNS-giraz norfloxacin 41! 42! 40" 37 - - -
ciprofloxacim 30 40 40 43 26 26-49 50
érzékeny

atmeneti tartomanyba esik

'nincs hozza téréspont meghatérozva
nem alkalmazandé adott mikroorganizmus esetében
*Referencia toréspont tartoméanyok Pseudomonas-oknal



Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok alapjan mindhdrom Pseudomonas torzs esetében
tapasztalhaté volt tobb antibiotikummal szemben is rezisztencia. Ezek az antibiotikumok
elsésorban a B-laktdmok voltak, azonban a zonak méreteit figyelembe véve valdsziniisithetd, hogy
a két, az 50S riboszoma alegységre hatd, fehérjeszintézist gatlo antibiotikummal szemben is
ellenallok ezek a torzsek.

Az EUCAST tablazata els6sorban human megbetegedésekhez kapcsolodo baktériumok adatait
tartalmazza, és példaul a S. marcescens sem szerepel benne, igy a korongdiffuzids vizsgalat
eredményeinek Osszevetésére a CSM-RMT-1 torzs esetében nincs lehetdség. Ugyanakkor
figyelembe véve a viszonylag nagy zonaméreteket a vizsgalt antibiotikumok esetén elmondhatd,
hogy a torzs feltételezhetden csak az erythromycinnel szemben rezisztens.

Osszességében megallapithatd, hogy az antagonista torzsek rendelkeznek bizonyos foku ellenalld
képességgel sejtfal- és fehérjeszintézist gatldo antibiotikumokkal szemben, azonban annak
megallapitasara, hogy a tenyésztési idé soran milyen ardnyban pusztulnak el a sejtek, azokbol
milyen mennyiségli DNS szabadul ki, és azok mennyire stabilak a kornyezetben, tovabbi
vizsgalatok elvégzése lenne sziikséges. Feltételezhetd azonban, hogy a 24 6ras inkubalas soran
még nem indul meg a sejtek jelentds lizise, és a kdrnyezetben jelenlévd nukleazok is hozzajarulnak
az extracellularis DNS-ek gyorsabb lebomlésdhoz, azonban mindenképp érdemes lenne olyan
kisérleteket is elvégezni, amelyek a kiszabadult DNS-ek horizontdlis géntranszferben vald

részvételiiket megerdsiti vagy elveti.

5.8 A Kkivalasztott antagonista torzsek gatlo hatasanak vizsgalata tojasporbdlbdl izolalt

Salmonella enterica-k ellen

Az antagonista torzsek gatld hatasat négy, tojaspor mintdk élelmiszerbiztonsagi vizsgalata soran
izolalt S. enterica (11. tablazat) esetén is megvizsgaltam. A Salmonella torzsek izolalasa
tojasporbdl tortént szelektiv tenyésztést kovetden, majd szekvenalassal torténd molekularis

bioldgiai azonositasukat is elvégeztem. Ennek eredménye a 11. tablazatban lathato.

Ebben a vizsgalatban a négy kivalasztott antagonista torzsnek, a Ps. lundensis CP-P-5 és CE-EJ-
2-nek, a Ps. azotoformans CM-CT-2-nek, illetve a S. marcescens CSM-RMT-1-nek vizsgaltam
meg az 6t Salmonella (a 4 izolatum és a S. Hartford) elleni gatlé hatasat, igy a rendelkezésemre

all6 valamennyi Salmonella nemzetségbe tartozo patogént egymas mellett tudtam tesztelni.



11. tablazat Tojasporbol izolalt korokozok azonositdsdnak eredményei

Eredet Kod 16S rDNS azonositas eredménye
S1 Salmonella enteritica subsp. enteritica (99%)
. S2 Salmonella enteritica subsp. enteritica (99%)
Tojaspor
S3 Salmonella enteritica subsp. enteritica (99%)
S4 Salmonella enteritica subsp. enteritica (99%)

A CP-P-5, CE-EJ-2, CM-CT-2, és CSM-RMT-1 jelt torzsek tesztelése a Salmonella-k ellen agar
spot modszerrel hasonld eredményeket hozott, mint a S. Hartford-nal kordbban is tapasztalt
eredmények. Mind a négy jonnan izolalt szalmonellat legalabb részben gatolta a négy antagonista
torzs 15 °C és 20 °C esetén, és nem volt nagy kiilonbség a Salmonella térzsekre (S1, S2, S3, S4)
gyakorolt gatlé hatsok kozott. A gatlasi zonak 24 ora elteltével jelentek meg, és a hatnapos

inkubacid végére a korokozok nem tudtak tilszaporodni az antagonistakon (12. tablazat).
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12. tablazat [zolatumok gatl6 hatasa kontakt inhibicids vizsgélat soran Salmonella-k ellen

Lzoldtum Salmonella Hartford 1 nap S1 1 nap S2 1 nap S3 1 nap S4 1 nap
5°C J10°C]15°C]20°C]25°C}30°C|37°CJ42°C|| 5°C J10°C]15°C]20°C]25°C]30°C]37°C]42°C]| 5°C J10°C}15°C}20°C]25°C]30°C}37°CJ42°C|| 5°C | 10°C}15°CJ20°C|25°C]30°C]37°C]42°C]|| 5°C |10°C]15°C}20°C]25°C}30°C}37°C}42°C
CM-CT-2 0 - - - - - 0 0 0 - - - - - 0 0 0 - - - - - 0 0 0 - - - - - 0 0 - - - - - - 0 0
CSM-RMT-1ff o f - -0 -0 -0 -Lobtoffod -0 -0-0-0V-0-0-NNod-0-0-0-8-0-0ollod -0 -0-0-0-0-01-0Nod-0-0-01-01-1-1-
CP-P-5 andl -1 -1b+0+01-01-1ol-1-1-01=+1+ ool -1 -1 -1+0+1-1odoffnd-0-0+0+0-Lo)offn]d-1-0+0+]-]0]-
CE-EJ-2 ofodlodl -1-0-1-01V-01-t-01V-1-01-01-0olofod-0-0-0-1-0Polofod -0 -0 -0-0-0odolfnd-0-0-0-0-1oOI-
Lrolitum Salmonella Hartford 2 nap S1 2 nap S2 2 nap S3 2 nap $4 2 nap
5°C J10°C|15°C]20°C] 25°CJ30°C|37°C]42°C]| 5°C J10°C}15°C]20°C] 25°C]30°C|37°C]42°C]| 5°C J10°C}15°C]20°C]25°C]30°C|37°C]42°C]| 5°C J10°C|15°C]20°C]25°C]30°C}37°C]42°C]| 5°C J10°C]15°C}20°C]25°C]}30°C}37°C}42°C|
CM-CT-2 - HIHOITO] - - 0 0 - -1 H] - - - 0 0 - Sl HITHLEO] - 0 0 - B NCON HC N B - - - - B NCON NC3 N B - - 0
CSMRMT-Afl o | - f - f -] -] - -dofl - -Jol -l -p-1-1-l-1-Jol-Jojol-1--1-1-1ololol -1 --1-lolololo] -1 -
CP-P-5 - ] + + 1 - - 0 - HLIH] + 4 - 0 0 - ] + + 1 - 0 0 - - + + - - - 0 - - -+ 4 + - - -
CE-EJ-2 - - 1HITOL - - - 0 - - 4 s - - 0 0 - -1 B+ - - 0 0 - -1+ - - 0 0 - B NGO N B2 - - - -
Izolitum Salmonella Hartford 3 nap S1 3 nap S2 3 nap S3 3 nap $4 3 nap
5°C J10°C|15°C] 20°C] 25°CJ30°C|37°C]42°C]| 5°C J10°C}15°C]20°C] 25°C]30°C|37°C]42°C]| 5°C J10°C}15°C]20°C]25°C]30°C|37°C]42°C]| 5°C J10°C|15°C]20°C]25°C]30°C|37°C]42°C]| 5°C J10°C]15°C}20°C]25°C]30°C}37°C}42°C|
CM-CT-2 - ODIH)IHO) -F-Jor o -1 -JHIHE -3 -1010p-p-fOHIOHOL -1 -103o-3 4O -1 -1l -1oOroror -1 -1
CSM-RMT-1ff 0 J - JOIO]OFO) -J Ol -1 -JDODIDHDIOH]OL -1 - -1 - IDIODEOIOL - - - - OO OITOL - - -] - OO OIO) -] -
CP-P-5 - (+) Ak aF (A=) - - 0 - HfEH L) aF - 0 0 - ) aF aF (+) - 0 0 - aF aF F aF - - 0 - aF aF AF Ak - - -
CE-EJ-2 L NGON NGON NGON R BN I BV | G2 NGaX NGol N I BV VN | NGaX NGal NGOl M N VN U | NGaX NGol NGoN NN Bl UN BN | NGoN NGoN N B IR RN B
Izolitum Salmonella Hartford 6 nap S1 6 nap S2 6 nap S3 6 nap S4 6 nap
5°C J10°C}15°C]20°C] 25°C}30°C37°C]42°C|| 5°C J10°CJ15°C}20°C}25°C}30°C}37°CJ42°C]| 5°C J10°CJ15°CJ20°CJ25°C]30°C}37°C}42°C]| 5°C J10°C}15°C]20°C}25°C]30°C]37°C42°C|| 5°C J10°C}15°CJ20°C}25°C}30°C]37°C}42°C]
CM-CT-2 - - - - - - 0 0 - - - (+) - - - 0 - - 1) - - 0 - - - )] ) - - - - - - (G0 NGaX NG - - 0
CSM-RMT-1f| 0§ - OO OIO] -] 0l -] - JOIDIOIO) -] - -1 - JOIODIOIOL -1 - -] - | ODODID]IO) -] - -] -1 DIODID]D] -] -
CP-P-5 - + + + 11 - - 0 -l HL + F + - 0 0 B NGaN s +* + - 0 0 S RGN s 4 + - - 0 - + + 1 HIH) - - -
CE-EJ-2 lolololol -1 -Jofl-Iolelolel - -lof-Iololel -] -JoJofl-Jeololel -1 -1 -Jofl- o]l -1-1-1-
+ teljes gatlas
) részleges gatlas

nincs gatlas

nem nott az izolatum



Ennek a vizsgélatnak az eredményei alapjan elmondhato, hogy a vizsgalt antagonista torzsek mind
az 0t tesztelt szalmonellat képesek voltak gatolni, ami arra enged kovetkeztetni, hogy altalanos
gatlo hatassal rendelkeznek, ugyanakkor az (ijjonnan izolalt Salmonella enterica baktériumoknak
sem a szerotipizaldsa, sem a molekularis karakterizalasa nem tortént meg, igy térzsekre vonatkozo

kovetkeztetéseket nem lehet levonni.

5.9 Celofanos modszerrel meghatarozott gatlo hatas eredményei

A vizsgalat célja kettds volt: egyrészt azt szerettem volna megvizsgalni, hogy az antagonista
torzsek képesek-e a gatlasért felelds metabolitot a patogén mikroorganizmus jelenléte nélkiil is
kell6 mennyiségben megtermelni szilard tapkozegben, masrészt hogy elegendd-e csak a metabolit
jelenléte a gatlashoz (hasonldan a sejtmentes feliiliszok vizsgalatahoz), vagy az antagonista sejtek

is szlikségesek az inhibiciohoz.

A vizsgilat eredményei a 13. tabldzatban lathatdoak. Mindegyik inkubacidés napon jol
megfigyelhetd volt a gatld hatas az agar feliiletén 20, 25 és 30 °C-on, azonban a 15 °C-os
tenyésztés ennél a modszernél nem segitette eld a gatlo hatés kialakuldsat. A Y. enterocolitica itt
is a legérzékenyebb patogén baktériumnak bizonyult, az elsé két tenyésztési napon csak a

magasabb homérsékleteken (25-30 °C) szaporodott.



13. tablazat Az antagonista tOrzsek gatld hatdsa celofanos vizsgalat soran kiilonb6zd

hémérsékleteken tesztelve

1 nap
S. Hartford E. coli L. monocytogenes Y. enterocolitica
Izolatum
15°C | 20°C | 25°C | 30°C | 15°C | 20°C | 25°C 15°C | 20°C | 25°C | 30°C || 15°C | 20°C | 25°C
CP-P-5 + +) - + +
CM-CT-2 + ) + + +
CSM-RMT-1 + (+) ) i i
CE-EJ-2 + + (@) + )
2 nap
Lrolitum S. Hartford E. coli L. monocytogenes Y. enterocolitica
15°C | 20°C | 25°C | 30°C || 15°C | 20°C | 25°C | 30°C || 15°C | 20°C | 25°C | 30°C || 15°C | 20°C | 25°C | 30°C
CP-P-5 4 4 4 4 ) 4 4
CM-CT-2 + + + + + + - + + + +
CSM-RMT-1 3 3 3 + + + + + + + +
CE-EJ-2 - ) + (+) - ) - -
6 nap
S. Hartford E. coli L. monocytogenes Y. enterocolitica
Izolatum
15°C | 20°C | 25°C | 30°C || 15°C | 20°C | 25°C | 30°C |[ 15°C | 20°C | 25°C | 30°C || 15°C | 20°C | 25°C | 30°C
CP-P-5 - O ® | O + + ® | & + ® | ®
CM-CT-2 - + ) + - ) + + - ) + ) + + +
CSM-RMT-1 - 3 +) ) - + + + - + + + + + )
CEER2 | - | |o|o] -]+ ]|0|o
A részleges gatlas
) teljes gatlas

nincs gatlas
nem nott a
patogént
nem vizsgalt

Az inkubdcids 1d0 letelte utdn az agar azon pontjain, ahova korabban a celofant helyeztem és az

antagonista baktériumok sejtei ndvekedtek, a korokozok lathatd feltisztulasi zondi voltak

megfigyelhetok (18. abra). Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az antagonista torzsek a

tenyésztésiik sordn a gatld vegyiileteket a gatolando korokozoé jelenléte nélkiil is megtermelték,

azaz nem indukalt vegyiiletek. A metabolitok ezen feliil a celofanrétegen keresztiil is képesek

voltak az agarba diffundalni, amely jelenség alatamasztja azt a feltételezést, hogy a gatld

vegyiiletek extracellularis anyagok, tovabba a termeld torzsek elsddleges metabolitjai, mert a 24

oOras tenyésztés soran kelld mennyiségben valasztodtak ki a megfeleld gatld hatas eléréséhez.
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18. abra S. marcescens CSM-RMT-1 torzs Y. enterocolitica elleni gatlo hatdsa soran lathato

feltisztulasi zona celofanos vizsgalatot kdvetden

5.10 A gatlo hatasu komponens jellemzése és meghatarozasa érdekében végzett vizsgalatok

eredményei

5.10.1 UV spektrumok analizise a celofanos vizsgalatbol kinyert agar darabok esetén

A celofanos tenyésztési modszerrel készitett agarbol kivagott szeletek spektrumelemzése nem
adott értékelhetd eredményeket. Egyik gorbén sem voltak cstcsok, amelyek utalhattak volna az
antagonista hatasért felelds vegyiiletek kémiai tulajdonsdgara, ezért ezzel a mddszerrel nem
tudtam jellemezni a gatlo vegylileteket (19. dbra). Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy
valosziniileg nem volt hatékony az extrakcio, és igy nem jutott 4t gatldé komponens az
oldoszerekbe, amely a spektrumok felvételek soran eltérést eredményezett volna az oldoszerek

spektrumaihoz viszonyitva.
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19. abra Kloroform (balra) és kloroformmal extrahalt agar szelet (jobbra) UV spektruma

5.10.2 Proteaz aktivitas vizsgdalatanak eredményei

Az Osszes gatlo hatdsu tOrzs protedz enzim aktivitdsa meghatarozdsra keriilt, amelynek
eredményeit a melléklet 6. tablazataban (M6) foglaltam 6ssze. Osszességében elmondhato, a Ps.
rhizosphaerae CSE-B-2 torzs kivételével mindegyik antagonista baktérium rendelkezett
valamilyen mértékii protedz aktivitassal, és az inkubdacios 1d6 eldrehaladtaval a feltisztulasi zona
mérete is novekedett a tejporos agarokon, azaz nétt az enzimaktivitas mértéke. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy az izolatumok gatld hatasaban szerepet jatszhat a protedz aktivitasuk is,
azonban a ndvekvo proteolitikus aktivitassal parhuzamosan novekvd gatld hatdsra is szdmitani
lehetne. A kontakt inhibicios vizsgélatok soran megfigyelt eredmények azonban nem erre utalnak,
ott ugyanis a gatld hatds nem ndvekedett egyértelmiien az inkubacids napok és a hdmérsékletek
novekedésével. Jellemzden a kisebb hémérsékleteken és a révidebb (1-3 napos) inkubaciok soran

voltak erdsebb gatld hatasok megfigyelhetok.

A legjobb gatl6 hatdssal bir¢ torzsek (CP-P-5, CE-EJ-2, CM-CT-2, CSM-RMT) proteaz vizsgalata
sordn leolvasott feltisztulasi zonak valtozasa a 20. dbran lathat6. Mind a négy torzs rendelkezett
valamekkora protedz aktivitassal, azonban a két Ps. lundensis (CP-P-5, CE-EJ-2) torzs koziil a
CE-EJ-2 enzimaktivitdsa elmaradt a tobbitél. Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a protedz
aktivitdst a tenyésztési homérséklet kevésbé, mig az inkubécids id6 nagyobb mértékben

befolyasolta.
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Feltisztulasi zonak mérete 24 6ras inkubalas utan
(kiilonb6z6 hémérsékleteken tarolva)
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Feltisztulasi zonak mérete 48 oras inkubalas utan
(kiilonb6z6 hémérsékleteken tarolva)
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20. abra Proteaz aktivitas hatasara mért feltisztulasi zonak mérete tejporos TGE agaron 1, 2

¢€s 5 napos inkubécios id6 utan harom eltéré hémérsékleten

5.10.3 Gatlo hatas vizsgalata kiilonbozo pH értékek mellett

Annak megfigyelésére, hogy a pH befolyasolja-e az antagonista torzsek gatld tulajdonsagat a
vizsgalt élelmiszerpatogén baktériumokkal szemben, kiilonb6zé pH-értékli agarlemezeken
végeztem el ujabb kontakt inhibicids (agar spot mddszer) vizsgélatokat. Az eredmények (14.
tablazat) azt mutattak, hogy a S. Hartford és az E. coli esetében a kisebb pH-értékek (4, 5, 6) kisebb

hémérséklettel (20 °C) kombindlva erdsebb gatld hatassal voltak a vizsgalt korokozok
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novekedésére, mint a kontakt inhibicids agar spot mddszernél az megfigyelhetd volt. Nagyobb
pH-értékek és hdmérséklet (30 °C) esetén — amelyek optimalisabbak a kérokozok szamara — a
gatlo hatas csak részleges volt, vagy el is tlint. A L. monocytogenes esetében a Ps. azotoformans
CM-CT-2 torzsnél a kisebb pH-értékek (5, 6) kisebb homérséklettel (20 °C) kombinélva segitették
a gatld hatas kialakulasat, mig a S. marcescens CSM-RMT-1 gétlo hatasat nem befolyésoltak a
megvaltozott kornyezeti paraméterek. A Y. enterocolitica esetében a kis pH (4, 5, 6) és
hémérséklet (20 °C) elegenddnek bizonyult a novekedés gatlasahoz, mivel a korokoz6 nem tudott
novekedni a kontroll lemezeken sem. 30 °C és nagyobb pH (7, 8, 9) esetén a Y. enterocolitica
gatlasa a Ps. lundensis CP-P-5 esetében csak részleges volt, a tobbi izolatum azonban teljesen

képes volt gatolni a szaporodasat (21. ébra).

Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a biokontroll térzsek, ha kiillonb6z6 6koldgiai tényezdk
(pH, hémérséklet) kombinacidja mellett vizsgaljuk a hatasukat, jelentdsebb mértékben képesek a
patogének visszaszoritasara. Ezek alapjan akar a gat-technologia egyik elemeként a biokontroll
vegyiiletként alkalmazhat6 anyagcseretermékeknek még szélesebb felhasznalasi kore lehetséges,
mint kiméletes tartositd eljards, ahogy az a szakirodalomban is olvashatd, mas tartdsitd
eljarasokkal kombinélva a biokontroll még szélesebb korben felhasznalhato lehet (Castellano et

al., 2017; Mogren et al., 2018).
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14. tablazat A pH hatasa a gatlasra kiilonb6zé homérsékleteken

Salmonella Hartford
pH4 pH5 pH6 pH7 pHS8 pH9
° + + + - - +
200c CPP.5 () (2] ()
30°C ) ) ) ) - -
20°C 0 () : () - :
30°C CM-CT-2 0 § - i i i
20° + - - - - -
LS CSM-RMT-1 ) ®)
30°C (+) (+) (+) - - -
20°C + - - - - -
CE-EJ-2
30°C - - - - - -
Escherichia coli
pH4 | pHS5 pH6 pH7 pHS pH9
20° + + + - - +
0°C b ) ) )
30°C ) ) ) ) - )
o + e A - -
20°C CM.CT-2 0 ) ) )
30°C 0 (+) (+) - - -
° + + - - - +
20°C CSM.RMT-1 ) ) ) )
30°C ) ) ) ) ) )
20°C (+) (+) (+) - ; -
E-EJ-2
30°C CE-E] - - - - - -
Listeria monocytogenes
pH4 pH5 pH6 pH7 pHS8 pH9
20°C - - - - - -
CP-P-5
30°C - - - - - -
20°C 0 () (2] () - -
M-CT-2
30°C M-C - - - - - -
20°C - + + + + +
CMSM-RMT-1
30°C + + + + + +
20°C - - - - - -
CE-EJ-2
30°C + - - - - -
Yersinia enterocolitica
pH4 pH5 pH6 pH7 pHS8 pH9
20°C - - -
CP-P-5
30°C () (2] ()
20°C - - -
30°C CM-CT-2 " " "
20°C - - -
30°C CSM-RMT-1 " " "
20°C - - -
30°C CE-EJ-2 " " T

*)
=+

0

részleges gatlas
teljes gatlas

nincs gatlas

nem nétt a patogént

nem nétt az izolatum
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21. abra Y. enterocolitica szaporodasanak gatlasa kiilonb6z6 pH értékii (balrol jobbra pH 7,

8, 9) TSA lemezeken 30 °C-on

5.10.4 A sejtmentes feliiluszok gadtlo hatdsa kiilonbozé kezelések utan

A Ps. lundensis CP-P-5-0s torzs koncentralt és nem-liofilezett feliiliszoival elvégeztem a
protedzos, a NaOH-s és a hokezeléseket. Ezek alapjan a TSB-ben statikus koriilmények kozott
eléallitott, nem koncentralt sejtmentes feliiluszoknak sem a proteazos-, sem a NaOH-os kezelése
nem befolyésolta a vizsgalt kérokozodkra gyakorolt enyhe gatld hatasat, hdkezelés utdn azonban
nem volt megfigyelhetd gatlas. Ez arra utalhat, hogy a gétlo vegyiilet hoérzékeny és ellenallo az
alkalmazott proteolitikus enzimekkel szemben. Ezekkel az eredményekkel ellentétben a liofilizalt
feliiluszok enzimes kezelései azt mutattak, hogy a Streptomyces griseus-bol szarmazé protedz és
a proteindz K csokkenteni tudta a koncentralt feliiluszok S. Hartford-ra gyakorolt antagonista
hatasat, mig a tobbi kezelés (NaOH, hdkezelések, tripszin és a-kimotripszin) nem befolyasolta
azokat. Az E. coli esetében a feliiliszok antagonista hatdsa csokkent majdnem az 0sszes kezelés
utan (a NaOH kezelésnek volt a legnagyobb hatésa a feliiluszora), mig a Streptomyces griseusbol
szdrmazo protedz, és az egyik hdkezelés nem befolyédsolta az antagonista aktivitast. A Y.
enterocolitica esetében egyik kezelés sem volt hatdssal a sejtmentes feliiluszok novekedést gatlo
hatasara, azonban minden vizsgalatban ez a korokozo volt a legérzékenyebb. Ezek az eredmények
is, a kordbban megfigyeltekhez hasonloan arra engednek kovetkeztetni, hogy nem csupan egyféle

anyag termelddése adja a CP-P-5-0s Ps. lundensis gatld hatasat.

A kezelések valtozatos hatasait a Ps. lundensis CP-P-5 és a S. marcescens CSM-RMT-1 esetében

a 15. tdblazat tartalmazza 6sszefoglalva.
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15. tablazat Kulonb6z0 kezelések hatasa a Ps. [lundensis CP-P-5 és a S. marcescens

CSM-RMT-1 torzsek koncentralt sejtmentes feliiliszoinak gatld hatasara

Ps. lundensis CP-P-5

Kezelés S. Hartford E. coli L. monocytogenes | Y. enterocolitica
proteindz K + + -
protedz + - -
tripszin () + -
a-kimotripszin () (+) -
0,2 N NaOH - + -
95 °C, 15 perc - + -
95 °C, 30 perc - - -
121 °C, 15 perc - 4 -

S. marcescens CSM-RMT-1

Kezelés S. Hartford E. coli L. monocytogenes | Y. enterocolitica
proteinaz K () (+) - -
proteaz ) (+) - -
tripszin () (+) - -
a-kimotripszin () (+) - -
0,2 N NaOH +) - - -
95 °C, 15 perc () (+) + -
95 °C, 30 perc () (+) + -
121 °C, 15 perc () (+) +) -

+ befolyasolta a gatlo hatast
) kis mértékben befolyasolta a gatld hatast

- nem befolyésolta a gatld hatast
nem vizsgalt

A S. marcescens CSM-RMT-1 torzs 10x-es toménységii feliiluszoinak kezelése utan kapott
eredmények alapjan egyik kezelés sem volt jelentds hatdssal a Y. enterocolitica-ra gyakorolt
gatlasra. A S. Hartford-dal végzett kisérlet sordn mindegyik kezelés kismértékben csokkentette a
feliiluszok gatlo hatasat, a legjelentésebb kozoliik a protedz és a proteindz K hatésa volt. Az E.
coli-val szemben megfigyelt gatlo hatasrol elmondhatd, hogy az enzimes kezelések (tripszin, a-
kimotripszin, protedz ¢és a proteinaz K) és a hdkezelések kismértékben rontottak a feliiliszok
hatékonysagat, mig a L. monocytogenes esetében csak a hdkezelés (95 °C 15 perc, 95 °C 30 perc,
121 °C 15 perc) volt negativ hatassal a gatldsra. A CSM-RMT-1-es S. marcescens esetében is, a
CP-P-5-h6z hasonldan tobb vegyiilet is szerepet jatszhat a gatldo hatds megjelenésében, mert a

kiilonbozd patogénekkel szemben kiilonb6zo kezelések valtoztattak a feliiliszok hatékonysagan.
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A Ps. lundensis CE-EJ-2 10x-es toménységl feliilluszoinak vizsgéalata soran a S. Hartfordra
gyakorolt gatlo hatast nem befolyasolta egyik alkalmazott kezelés sem, mig az E. coli vizsgalata
soran a feliiluszok az enzimes kezelések hatdsira nagyobb, még hdkezelés hatdsara kisebb

mértékben veszitettek a gatld hatékonysagukbol.

A Ps. azotoformans CM-CT2 10x-es toménységii feliiliszoinak egyébként sem erds gatld hatasat
nem befolyésolta jelentésen egyik kezelés sem S. Hartford esetében. Hasonld eredmény volt
megfigyelhetdé a Y. enterocolitica-val végzett vizsgélatnal, a kezelések nem befolyasoltdk a
feliiliszok hatasat, de itt a gatld hatas jelentds mértéki volt a 24 6ras mérés soran. Az E. coli elleni

gatlo hatast a protedz €s a proteindz K csokkenteni tudta, a tobbi kezelés nem volt ra hatassal.

A vizsgalt torzsek feliiliszoindl nem volt egyértelmiien megallapithatd, hogy hdérzékeny
komponens, vagy fehérje eredetli komponens jatszik-e szerepet a gatld hatéas kialakuldsaban. Az

eredmények alapjan tobb anyag felelds a gatlasért, ami patogénenként is kiilonbozhet.

Kurninato és munkatarsai (2021) hat Streptomyces sp. fagyasztva szaritassal koncentralt
felilliszojanak hatasat vizsgaltak Salmonella enterica serovar Typhimurium, E. coli, L.
monocytogenes, ¢€s S. aureus ellen, ahol szintén sziikség volt a feliilisz6 koncentralasara a

gatlohatas megfigyeléséhez, amihez a liofilizalds megfeleld modszer volt.

5.10.5 Az antagonista S. marcescens torzsekkel végzett vizsgalatok eredményei

Két S. marcescens torzset vizsgaltam, amelyek koziil az egyik a kordbban is részletesebben
vizsgalt nem-pigmentalt CSM-RMT-1 volt (amely mind a négy patogén baktérium ellen hatasos
volt valamilyen formaban), a mésik egy pigment termeld S. marcescens (CSM-RMT-II-1) volt,
amely csupdn a Y. enterocolitica ellen rendelkezett gatlo hatassal a kontakt inhibicids vizsgalatok

soran.

5.10.5.1 A kitindz termelés vizsgalat eredményei

A két S. marcescens torzs kitindz aktivitasat kolloidalis kitin alkalmazasaval mutattam ki. A
kolonidk koriili feltisztulasi zondk alapjan mindkét Serratia képes volt kitindz enzimet termelni.
A z6nak mérete alapjan a CSM-RMT-1 torzs kitinaz aktivitdsa nagyobb volt, mint a CSM-RMT-
II-1 torzsé (22. abra).
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22. abra S. marcescens torzsek vizsgalata kitines taptalajon a feltisztuldsi zonakkal (balra

CSM-RMT-1, jobbra CSM-RMT-II-1)

A chid-specifikus PCR esetében mindkét torzs egy 225 bp. hosszi amplikont hozott 1étre, amely

arra utal, hogy mind a két S. marcescens genomjaban megtalalhat6 a kitindz enzimet kodold gén.

A kitinaz termelés, gyakran fordul el Serratia fajok esetében, kitinbontd képességiiket mar
korédbban is leirtdk (Medeiros et al., 2018; Vaaje-Kolstad et al., 2013), valamint a CSM-RMT-1-
es torzshoz hasonléan a chid gén jelenlétét is tobb Serratia torzsnél igazoltdk mar korabbi
vizsgalatokban (Brurberg et al., 1994; Tariq és Reyaz, 2015; Watanabe et al., 1997). A mikrobialis
kitin képes a sejtfaldban taldlhatdé kitin bontasdra, igy antibakteridlis, gombaellenes, ¢és
rovarellenes hatasu is lehet (Veliz et al., 2017). Mindezen eredmények alapjan valdszintisithetd,
hogy a kitinaz termeld képesség szerepet jatszhat a torzsek gatld hatdsaban, de nem ez az enzim

az elsddleges inhibitor metabolit, mert a gatolt patogéneknek nem sejtfal alkotoja a kitin.

5.10.5.2 A prodigiozin termelés vizsgalat eredményei

A prodigiozin termelést a két S. marcescens torzs egynapos tenyészeteibol eldallitott kivonatokkal

vizsgaltam. A CSM-RMT-II-1 torzs esetében a prodigiozin jelenléte 20 és 30 °C kozott volt
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megfigyelhetd savas és lugos extrakcioval egyarant. A CSM-RMT-1 torzs azonban sem savas,
sem lagos koriilmények kozott nem mutatott szinvaltozast. Ezek az eredmények Osszhangban
vannak a tenyésztés soran megfigyeltekkel, ahol a CSM-RMT-1 torzs fehér kolonidkat, mig a
CSM-RMT-II-1 torzs piros telepeket képzett TSA, illetve Nutrient agarlemezeken tenyésztve. A
nagyobb homérsékletek (37 és 42 °C) nem voltak annyira alkalmasak a prodigiozin termelésére,
mint a kisebbek (20 és 30 °C kozott), mivel mind lagos, mind savas koriilmények kozott csak
enyhe szinvaltozas volt tapasztalhatdé a csovekben, a kisebb hémérsékleten azonban erds

szinvaltozas volt megfigyelhetd (23. 4bra).

- — o, SR s
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23. abra Szinteszt eredményei S. marcescens CSM-RMT-II-1 torzs esetén lugos (fent) és

savas (lent) kozegben 6t kiillonb6zé hdmérsékleten (20, 25, 30, 37, 42 °C)

A prodigiozin-termelésre vonatkozd szintesztek utdn a cueR-pigA és a pigN-copA régiok
kimutatdsat mindkét S. marcescens esetében elvégeztem. A CSM-RMT-1-et vizsgdlva sem a
cueR-pigA, sem a pigN-copA régiok esetében nem keletkezett kimutathato PCR-termék az agardz

géleken az elektroforézist kovetden.

A CSM-RMT-II-1 torzs esetében a pigN-copA szegmensre specifikus primerek amplifikaciot

eredményeztek, azonban a kotédésiik nem volt specifikus, mivel a PCR-termék mérete nagyobb
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volt (kb. 500 bp), mint a vart 244 bp. A reakcid koriilmények optimalizaldsat kovetden a
keletkezett amplikon még mindig nagyobb volt a vartnal. Lathat6 volt azonban egy koriilbeliil 480
bp nagysagu DNS-szegmens jelenléte, amelyet a cueR és a PE1 primerpar (a cueR-pigAd régidra
specifikus) hozott létre. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a CSM-RMT-II-1 torzs
rendelkezik a cueR és a pig4 génekkel, azonban az operonba rendezddott, prodigiozin termelésért

felelds génszekvencidk kozott valtozasok fordulhattak eld.

A PCR-es eredmények tehat Osszhangban vannak a prodigiozin-termelés és a tenyésztési
vizsgalatok megfigyeléseivel, tovabba megallapithatd, hogy a CSM-RMT-II-1-es torzs gatld
hatasadban szerepe lehet a prodigiozin termelésnek, mig a CSM-RMT-1-es torzs esetében mas

anyagcseretermékek feleldsek a gatld hatés kialakuldséaért.

5.10.6 A Pseudomonas torzsekkel végzett vizsgalatok eredményei

A 20 gatlo hatast izolatum koziil az azonositast kovetden 8 torzs bizonyult a Pseudomonas
nemzetségbe tartozonak. Ezek az alabbiak voltak: P. azotoformans CP-P-2, P. lundensis CP-P-5,
P. granadensis CP-S-8, P. lundensis CE-EJ-2, P. extremaustralis CE-EJ-3, P. azotoformans CE-
EJ-4, P. rhizosphaerae CSE-B-2, és P. azotoformans CM-CT-2. Ebbdl a nemzetségbdl kertilt ki
vizsgalataim soran a legtobb, gatld hatassal rendelkezd izolatum (24. 4bra). Szakirodalmi adatok
alapjan élelmiszerek esetében a Pseudomonas nemzetségbdl szarmazé torzsek kozott gyakran
talalnak potencialis biokontroll baktériumokat (Alegre et al., 2013; Beldk és Maraz, 2015; Cheng
etal., 1995).

5.10.6.1 Sziderofor termelés eredményei

A sziderofor termelést CAS agaron vizsgaltam. A kék agaron megjelend narancssarga zona azt
jelentette, hogy a torzs képes kelatképzd metabolitot termelni. A 28. abran lathato, hogy mindegyik
Pseudomonas torzs esetében keletkezett narancssarga zona, igy elmondhatd, hogy az dsszes képes
volt sziderofor termelésre.

Mivel a szideroférok képesek a patogénektdl elvonni a vasat rezet és cinket, igy gatolhatjak azok
novekedését, igy az altalam vizsgalt sziderofor termelési képessége is szerepet jatszhat az

antagonista hatdsok megjelenésében.
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24, abra Sziderofor termelés vizsgalatanak eredményeként megfigyelt sarga zonak CAS

agaron a Pseudomonas nemzetségbe tartozé torzsek esetén
5.10.6.2 Fluoreszcens pigmenttermelés vizsgalatanak eredményei

A fluoreszcens Pseudomonas-ok képesek zoldes-sarga fluoreszcens sziderofor termelésre (Trapet
etal., 2016), igy ennél a vizsgalatnal varhatd volt, hogy a sziderofor termelésnél pozitiv eredményt

adod torzseknél fluoreszcencia is detektalhato lesz.

A Pseudomonas torzsek Pseudomonas F agaron torténd tenyésztése utan UV fény ald téve a
petricsészéket a 25. dbra alapjan elmondhato, hogy mindegyik vizsgalt torzs termelt fluoreszcens

pigmenteket.

25. abra A Pseudomonas torzsek fluoreszcens pigmenttermelése Pseudomonas F agaron
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A Pseudomonas-ok kozott tobb fluoreszcens faj is ismert, amelyek koziil tobbnek biokontroll
tulajdonsagot is tulajdonitanak (Vicentini et al., 2022) A fluoreszcens pszeudomonasz fajok kozé
tartozik példaul a Ps. azotoformans és a Ps. lundensis is (Circella et al., 2020; Molin et al., 1986).
Pascual €¢s munkatérsai (2015) a Ps. granadensis-t is a Ps. fluorescens kozeli rokonaként irtak le,
igy ennél az izolatumnal is varhato volt a fluoreszcencia megjelenése. A Ps. extremaustralis Lopez
¢s munkatarsai (2009) eredményei alapjan szintén képes fluoreszkalo pigmenttermelésére King B
agaron, azonban a Ps. rhizosphaerae-t mikor elészor azonositottak Peix és munkatarsai (2003),

akkor nem-pigmenttermeld pszeudomonaszként jellmezték.

5.10.7 A feliiluszok kromatografias vizsgalatanak és frakciondldasanak eredményei

Az ebben a pontban ismertetett vizsgalatok sordn a Ps. lundensis CP-P-5 és a S. marcescens CSM-
RMT-1 liofilizalt feliiliszoit vizsgaltam. A vizsgalatok célja a gatlé komponensek elvélasztasa és
meghatdrozasa volt kiilonbozé modszerekkel. Bar a korabbi vizsgalatok soran a CP-P-5 nem
gatolta a L. monocytogenes ndvekedését, ezeknél a méréseknél leteszteltiik a frakcionalt
feliiluszokat ez ellen a patogén ellen is, igy mind a két torzset vizsgaltunk mindegyik patogén

baktérium ellen.

A két liofilizalt feliiluszo6 kivonatait etanolos és vizes extraxciot kovetdéen HPTLC-vel vizsgaltuk.
A vizsgalat eredménye alapjan az latszott, hogy tul nagy a kivonatok matrixa, raadasul aktivak
voltak Bacillus subtilis-szal szemben a HPTLC-B. subtilis tesztben. A két torzs feliiliszoja nagyon
hasonld Osszetételt mutatott, igy ez is azt tdmasztotta ald, hogy a matrix volt lathaté az

eredméyekben.

Ezt kdvetden a frakcionalas (hexan, EtAc és EtOH) utan ismételt HPTLC vizsgalat kovetkezett,
amiben megvizsgaltuk a TSB taplevest is kontrollként. Ennek az eredménye alapjan elmondhatd,
hogy a nagyon polaris régidoban nagyon sok fehérje, peptid volt, ami nagyon megterhelte a réteget,
ezért olyan tapkozegeket kerestlink a két torzshoz, amelyekben a gatldo anyagok megfeleléen

tudnak termelddni, de az dsszetételiik nem zavarja a mérést.

A S. marcescens esetében a minimal tapleves, a Ps. lundensis esetén pedig az Asvanyi 0 és
Asvanyi 1 tapleves is megfelelének bizonyult gatld hatas szempontjabol (26. abra), azonban az
Asvanyi 0 tapleves til sok cukrot tartalmazott és a mintakészités soran ragadossa valt, igy az
Asvanyi 1-es taplevessel dolgoztunk tovabb. Késébb egy modositott Asvanyi 2 taplevest is

kiprobaltunk az utolsé frakcionalaskor, valamint a CP-P-5 kordbban nem mutatott gatld hatést L.
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monocytogenes-el szemben, az 4svanyi taptalajos tenyésztést kdvetden azonban jo gatld hatas volt
megfigyelhetd ebben az esetben is a koncentralt feliiluszok vizsgalata soran. Igy megallapithato,
hogy a megvaltozott tdpkozeg, amely nem tartalmazott fehérjéket, kedvezett a gatldo hatas

megjelenésének.
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26. abra Asvanyi 1 és minimal tiplevesben tenyésztett Ps. lundensis CP-P-5 és S.
marcescens CSM-RMT-1 liofilizalassal 10x-re koncentralt feliiliszoinak gatld hatasa

S. Hartford, E. coli, L. monocytogenes ¢és Y. enterocolitica ellen

Ezt kdvetden a megvaltoztatott tapkozegekkel készitett feliiliszokat vizsgalva ismét hexan, EtAc
¢s EtOH oldoszerekkel kivonatoltunk, majd SPE-vel elvalaszta azt lattuk, hogy az oldoszerek nem
tudtak kivonni a gatlé komponenst, és SPE sordan minden esetben a vizes fazisban voltak jelen a
gatlo komponensek, kivéve a Ps. lundensis CP-P-5 Y. enterocolitica-val szembeni vizsgalatakor.
Ebben az esetben az EtOH ¢és EtAC kivonatoknak maradt meg a géatlo hatasa (M7), azonban a nem
kivonatolt kontroll mintdkhoz képest csokkent a gatld hatast mutatd vizes SPE fazisok hatésa, tehat
nem egyértelmiien tartalmazta a gatlasokért felelds dsszes komponenst ez a fazis. Ez szintén az
M7-es abrakon lathatd. Ezek az eredmények is arra utalnak, hogy tobb komponens felelds a gatld
hatasokért, amelyek javarészt vizben oldddnak, kivéve a Ps. lundensis CP-P-5 Y. enterocolitica

ellen hatdsos gatldoanyagat, ami a polaris szerves olddszerekben (EtOH és EtAc) oldddott jobban.

Az utolso elvégzett SPE soran készitett mintdk gatld hatdsanak vizsgalati eredményei a 27-31.
abrakon lathatéak. Az Asvanyi 1 taplevesben tenyésztett Ps. lundensis-bél késziilt feliiliszok
frakcioi (P1, P1/2, P1/3) jobban tudtak gatolni a S. Hartford szaporodasat, az Asvanyi 2 tapleves
frakcioi (PO, P2/2, P2/3) koziil a P2/2-esnek volt a legjobb hatdsa és mind a két tapkozeg esetében

a 3. frakcionak volt a leggyengébb a gatlo hatdsa. A S. marcescens esetében az SO és az S3-as
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frakcid volt a legeredményesebb. Ez alapjan a S. Hartford ellen hato gatloé komponens a Ps.

lundensis CP-P-5 és a S. marcescens CSM-RMT-1 esetében is polaros anyag lehet.

S. Hartford

—Salmonella

——S0+Salmonella
S1+Salmonella
S2+Salmonella

——S3+Salmonella

——P0+Salmonella
—P2/2+Salmonella
——P2/3+Salmonella

Abszorbancia 595 nm

—P1+Salmonella
——P1/2+Salmonella
——P1/3+Salmonella

1d6 (6ra)

27. abra Ps. lundensis CP-P-5 és S. marcescens CSM-RMT-1 liofilizalassal 10x-re

koncentralt feliiluszoibol késziilt frakciok gatld hatasa S. Hartford ellen

E.coli

—E.coli

/ ——50+Ecoli

e S1+Ecoli

S2+Ecoli

——S3+Ecoli

——PO+Ecoli
—P2/2+Ecoli
—P2/3+Ecoli

—P1+Ecoli
——P1/2+Ecoli
—P1/3+Ecoli

4
w

Abszorbancia 595 nm
4
@

15 20

0 5 10
1d6 (6ra)

28. abra Ps. lundensis CP-P-5 és S. marcescens CSM-RMT-1 liofilizalassal 10x-re

koncentralt feliiluszo6ibol késziilt frakciok gatld hatasa E. coli ellen

E. coli-val szemben a frakciok gatld hatdsdnak megoszlasa hasonlitott a S. Hartford-nal
latottakéhoz, gatld hatasossag szempontjabdl itt is a P1, P1/2 és a P2/2 volt a leghatékonyabb a Ps.

lundensis CP-P-5 feliilisz6jabol késziilt frakciok koziil, valamint az SO és S3 a S. marcescens
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CSM-RMT-1 feliiluszojabol késziilt frakciok koziil. Ezek alapjan valoészinii lehet, hogy a két

patogén ellen ugyanazok az anyagok okozzak a gatld hatast.

Listeria

—Listeria

——SO+lListeria
Sl+listeria
S2+Listeria

——S3+listeria
——PO+Listeria
—P2/2+Listeria
——P2/3+Listeria

Abszorbancia 595 nm

—P1+Listeria
——P1/2+Listeria
——P1/3+Listeria

o 5 10 15 20
1d6 (6ra)

29. abra Ps. lundensis CP-P-5 és S. marcescens CSM-RMT-1 liofilizalassal 10x-re

koncentralt feliiluszo6ibol késziilt frakciok gatld hatdsa L. monocytogenes ellen

L. monocytogenes ellen a korabbi patogéneknél nem hatasos P2/3 is tudott gatolni a Ps. lundensis
CP-P-5 frakcioi koziil, valamint a P1, P1/2 és a P2/2 voltak itt is a leghatékonyabb frakciok. A S.

marcescens CSM-RMT-1 frakcioi koziil itt is az SO és S3 tudta gatolni a patogén szaporodasat.

Yersinia

—Yersinia

——SO0+Yersinia

o
'S

S1+Yersinia
S2+Yersinia
——S3+Yersinia

o
w

——PO+Yersinia
—P2/2+Yersinia
—P2/3+Yersinia

Abszorbancia 595 nm

—P1+Yersinia
——P1/2+Yersinia
—P1/3+Yersinia

[ 5 10 15 20
1dé (6ra)

30. abra Ps. lundensis CP-P-5 és S. marcescens CSM-RMT-1 liofilizalassal 10x-re

koncentralt feliiluszo6ibol késziilt frakciok gatld hatasa Y. enterocolitica ellen
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Y. enterocolitica egyébként sem erds szaporodasat egyértelmiien az S3-as frakcio tudta gatolni a
S. marcescens CSM-RMT-1 frakcioi koziil, mig a Ps. lundensis CP-P-5 frakcioi koziil csak a PO-

nak nem volt gatl6 hatasa.

A feliiluszok frakcioinak gatldo hatas eredményeit latva elmondhatd, hogy biztosan tobb
komponens felelds a gatlo hatas kialakulasaért a Ps. lundensis CP-P-5 esetében, mivel a vizsgalt
frakciok koziil tobbnek is volt gatld hatdsa. Ezért a tovabbiakban érdemes lenne a gatld hatasu
frakciokat tovabb vizsgalni a komponens meghatarozasa céljabol.

A S. marcescens CSM-RMT-1 esetében egy frakcié (S3) volt, amelyik minden esetben tudott
valamilyen mértékli gatlo hatast elérni a vizsgalt patogénekkel szemben, tehat itt valoszinilibb,

hogy a metanolos extrakciobol késziilt fazisban maradt a gatlé komponens.
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

Az ¢lelmiszerek és azok feldolgozd kornyezete szamos olyan mikroorganizmust tartalmaz,
amelyek negativ hatassal lehetnek a human megbetegedést okozo patogén mikrobakra. Erdemes
tehat az ¢élelmiszerek kornyezetében természetesen eléfordulé mikroorganizmusokat is
megvizsgalni, mert beldliik akar késébb biokontrollként (példaul feliilet fertétlenitéshez, Twele és
munkatarsai, 2011) alkalmazhat6é anyagcseretermékek is kinyerheték. Munkam soran kiilonb6zd
¢lelmiszer nyersanyagokbol és élelmiszerekkel érintkezd feliiletekrdl izolalt 78 baktérium koziil
20 volt képes valamelyik vizsgalt patogént (S. Hartford, E. coli, Y.enterocolitica vagy L.

monocytogenes) gatolni.

A gatld hatassal rendelkez6 izoldtumok keresése sordn az agar feliiletén végzett kontakt gatlas
eredményeit a sejtmentes feliiluszokkal végzett vizsgalatok nem tudtak alatdmasztani, joval kisebb
mértékii gatld hatds volt megfigyelhetd az extracellularis metabolitokat tartalmazé feliiluszok
esetén. Ezekben a vizsgéalatokban folyékony tapkozeget alkalmaztam, igy a mérsékelt gatlas arra
is utalhat, hogy az inhibicioért felelés anyagcseretermékek nem voltak jelen megfeleld
mennyiségben a taplevesben ahhoz, hogy negativ hatast gyakoroljanak a koérokozokra, mig a
szilard taptalajban ezek a vegyiiletek feldusulhattak. Feltételezhetd tovabba, hogy a gatld hatasu
metabolitok korlatozottan oldddhattak az alkalmazott folyékony kozegben, ami ugyanezt a
megfigyelést eredményezheti. Ennek megfeleléen arra kdvetkeztethetlink, hogy az antagonista
vegyiileteknek koncentralt formaban kell jelen lenniiik a kdrnyezetben a korokozo hatékonyabb

gatladsahoz.

A pH és a homérséklet gatld anyagok termelésére vonatkozd hatdsanak vizsgalatakor kapott
eredmények ravilagitanak a kedvezdtlen kornyezeti paraméterek fontossdgara a patogén
baktériumok nodvekedésének gatlasaban, valamint a kdrnyezeti tényezdk és a biokontroll

metabolitok additiv hatasara.

A proteolitikus enzimaktivitds vizsgalata utan elmondhatd, hogy protedzok részt vehetnek a

korokozok gatlasaban, de nem ezek a f6 gatld vegyiiletek.

A celofanos vizsgalat és a feliiluszok toményitett formaban torténd tesztelése szintén aldtdmasztja
azt a megfigyelést, miszerint a gatlo komponensek koncentraltabb jelenléte sziikséges a gatld hatas
megjelenéséhez. Emellett mindkét vizsgalat megerdsiti azt a megfigyelést, hogy nem sziikséges a
patogén mikroorganizmus jelenléte a gatlo anyag(ok) termelddéséhez, azaz nem a korokozd
jelenléte indukdlja a gatlasért felelés metabolitok termelését és kivalasztdsat, hanem azok

folyamatosan termelddnek és jutnak ki az extracellularis térbe. A tenyésztési idot figyelembe véve
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ezekben a vizsgalatokban a legerésebb gatlo hatas altaldban 24 o6ra utan volt tapasztalhatd, igy
valdsziniisithetden elsddleges metabolitok feleldsek a gatlo hatasért. Ezt a megfigyelést tdmasztjak
ala a kontakt inhibicids vizsgalatokban mar 24 orat kdvetéen megjelend feltisztuldsi zondk is.
Mindemellett a koncentralt feliiliszok tesztelése soran megfigyelhetd erdteljesebb gatlo hatas az
egynapos tenyészetekbol nyert feliiluszok esetében a harom- €s a hatnapos tenyészetekhez képest
szintén erre a tényre utal. A két legjelentdsebb, illetve legszélesebb gatld hatassal rendelkezd torzs,
a Ps. lundensis CP-P-5 és a S. marcescens CSM-RMT-1 egyiitt tenyésztéses vizsgélatai soran
tapasztalt gatld hatds is az inhibitor vegyiiletek primer metabolit voltara utal, mert mind a két
esetben 24 ora utan volt a legjelentésebb mértékii csokkenés a patogének szamaban az antagonista

izoldtumok jelenléte esetén.

Minden mikroorganizmusnak eltéré kornyezeti és tapanyag igényei vannak az optimalis
szaporodashoz, amely tényezOk befolydsoljak az altaluk kivalasztott primer metabolitok
természetét ¢és mennyiségét. Ezek alapjan az daltalam gy(jtott izolatumokrdl sem lehet
altalanossagban megallapitani, hogy milyen koriilmények kozott képesek optimalisan a gatld
komponenseket termelni, ehhez tehat az izolatumokat egyesével kell megvizsgalni. A munkam
sordn kapott eredmények alapjan, a fentebb mar emlitett két torzsre (Ps. lundensis CP-P-5 ¢és S.
marcescens CSM-RMT-1) koncentralva a gétlo hatasért felelds vegyiiletekkel kapcsolatban a

kovetkezok megallapitasok tehetdk.

A vizsgalt S. marcescens CSM-RMT-1 torzs gatld hatasaért felelds molekuldk extracelluléris
metabolitok, mivel a celofanos és feliiluszos vizsgalatoknal bebizonyosodott, hogy az antagonista
torzs tenyésztését kovetden a baktérium sejtek eltavolitdsa utdn is tapasztalhatdo a patogének
gatldsa mind szilard agar feliiletén, mind taplevesben, vagyis az antagonista torzsek altal termelt
és kivalasztodott vegyliletek ugyanolyan hatést fejtenek ki, mint maguk a sejtek. A prodigiozinnak
nincs relevans szerepe a gatlasban, mivel a CSM-RMT-1 térzs nem képes ezt a pigmentet
eldallitani, mégis jo gatlo hatassal rendelkezik a vizsgalt korokozokkal szemben. Mindazonaltal a
kiilonboz6 hidrolitikus enzimek, amelyek képesek lebontani a célszervezetek esszencialis
makromolekulait, valoszinlisithetben a CSM-RMT-1 altal termelt gatldé anyagok kozott
szerepelnek. Emellett ennek a torzsnek a genomjaban megtalalhato a chid (kitinazt kodolo) gén,
¢és képes a kitindz termelésére is, amely enzim gombaellenes és antibakterialis hatast, igy
Osszességében elmondhatd, hogy ezen enzimek is felelések lehetnek az antagonista hatasért. A
kromatografids vizsgéalatok soran készitett frakciok analizisét kovetéen elmondhatd, hogy tobb
komponens is felelhet a CSM-RMT-1 gatl6 hatasaért, ugyanakkor a legjelentésebb gatld hatassal
rendelkezd vegyiilet metanolban oldhato, igy ennek tovabbi vizsgélataval kozelebb lehetne jutni a

gatlo hatdst ad6 metabolit meghatarozasahoz. Az eredmények és megfigyelések alapjan a
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baktérium koncentralt sejtmentes feliiluszdja felhasznalhat6 lehet kiilonb6z6 patogén baktériumok
antagonistajaként az élelmiszeriparban, akéar biofertétlenitészerek forméjadban az élelmiszer-
feldolgozo tertiletek feliiletein. Emellett kitindz termelése révén gombaellenes hatasat is érdemes
lehetne megvizsgélni. Tovabbi elemzésekre van sziikség annak ellenérzésére is, hogy a diffuz
fehérjék vagy mas extracelluldris vegyiiletek hogyan befolyasolhatjdk az élelmiszerek vagy
¢lelmiszer-nyersanyagok 0sszetételét, amennyiben azok felhasznalasa az élelmiszeriparban

megval6dsulna.

Szamos Pseudomonas alkalmazhat6 biokontroll mikrobaként, mivel in vitro koriilmények kozott
gyorsan szaporodnak, biomasszat termelnek és bioaktiv metabolitok széles spektrumat képesek
eldallitani (pl. antibiotikumok, szideroforok, illékony és novekedésserkentd anyagok), emellett
agressziv versenytarsai lehetnek mdas mikroorganizmusoknak, és képesek alkalmazkodni a
kornyezeti stresszhatdsokhoz (Weller, 2007). Korabbi vizsgalatokban az ¢élelmiszerekben
eléforduld patogén baktériumokra antagonista hatast kifejtd tobbféle Pseudomonas torzset
izolaltak (Alegre és mtsai., 2013, Olanya és mtsai., 2014, Beldk és Maraz, 2015, Oliveira és mtsai.,
2015), amelyek tobbsége fluoreszcens Pseudomonas volt. Az éltalam izolalt Ps. lundensis CP-P-
5 is képes fluoreszcens pigmenteket termelni King B agaron, valamint sziderofor termelése is
megfigyelhetdé volt CAS agarlemezek feliiletén. A feliiliszos vizsgélatok eredményei alapjan
ennél a tdrzsnél tobb komponens is felelds lehet a gatlo hatasért. A kiilonbozo kezelések soran a
nem koncentralt feliiluszokban a proteolitikus enzimek szubsztratjai alacsony koncentracidoban
lehettek jelen, ezért ezekben az esetekben nem volt véltozas a gatld hatdsban. Ugyanakkor a
voltak jelen az enzimatikus lebontashoz. Eltérd eredményeket adtak az enzimes, a hé- ¢s a NaOH-
kezelést kovetden végzett mérések az egyes patogének esetén, ami szintén azt a feltételezést
tamasztja ald, hogy tobb vegylilet felelds a korokozok gatlasaért. A kromatografias vizsgéalatok
sordn késziilt frakciok gatld hatdsa is ezt erdsiti meg, tovabba arra enged kovetkeztetni, hogy a
kiilonb6zd polaros oldoszerekben jol oldodd komponensek lehetnek az antagonista hatast
metabolitok. Hasonldéan a S. marcescens biokontroll torzshéz a Ps. lundensis CP-P-5 is
alkalmazhatod lehet az élelmiszeriparban egyes patogén baktériumok gatlasara. Meg kell azonban
emliteni, hogy a baktériumsejtek kdzvetlen felhasznalasa az élelmiszerek romlasahoz vezethet, igy

a torzs altal termelt és kivalasztott vegyiiletek felhaszndldsa alternativ megoldast jelenthet.

Legjobb tudomasom szerint ez az elsd olyan tanulmany, amelyben egy Ps. lundensis torzset az
¢lelmiszerekben eléforduld patogén baktériumok potencialis antagonistajaként irtak le, azonban
az antagonista hatdsdban részt vevd gatld vegyliletek jellemzését mindenképp érdemes lenne

tovabb folytatni.
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1.

7. Uj tudomanyos eredmények

Els6 alkalommal keriiltek izolalasra és leirasra €élelmiszerekkel terjedd patogének ellen
potencialis biokontroll torzsként alkalmazhaté Macrococcus és Rothia nemzetségbdl
szdrmazo baktériumok, amelyek a Macrococcus caseolyticus és a Rothia endophytica
fajokba sorolhatok. Ezen fajok eddig még nem szerepeltek a tudomanyos
szakirodalomban, mint élelmiszer eredetii patogén baktériumok potencialis biokontroll

baktériumai.

Els6ként irtam le egy vagohidi kdrnyezetbdl izolalt Pseudomonas lundensis biokontroll
torzset, amely képes élelmiszer eredetli patogén baktériumok szaporodas gatlasara. A
gatlasban tobbféle extracellularis metabolit is szerepet jatszik: vegyiiletek, amelyek
szerves oldoszerekben oldddnak, és lehetnek koztiik a baktérium altal termelt szideroforok
¢s proteazok is. Eredményeim alapjan a CP-P-5 jelii P. lundensis koncentralt sejtmentes
feliiliszoja felhaszndlhatdo lehet kiilonb6zd korokozo baktériumok szaporodasanak

visszaszoritasara élelmiszer-feldolgoz6 tizemekben.

Munkdm soran elséként keriilt izolalasra tejlizemi kornyezetbdl egy pigmentet nem
termeld Serratia marcescens biokontroll torzs. Eredményeim alapjan megallapitottam,
hogy a gatl6 hatasért felelds vegytilet(ek) extracellularis metabolitok, amelyek metanollal
extrahalhato(k), valamint a CSM-RMT-1 jelt S. marcescens torzs proteaz és kitindz
termelése is kozrejatszhat az inhibicioban. Mindezek alapjan a biokontroll hatast
prodigiozin-negativ S. marcescens torzs koncentralt sejtmentes feliiluszoja felhasznalhato

lehet kiilonb6z6 patogén baktériumok ellen az élelmiszeriparban.
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8. Osszefoglalas

A term6£61dtol az asztalig (,,from farm to fork™) sziikséges a megfeleld mindség biztositasa a teljes
¢lelmiszerlanc  mentén. A patogén mikroorganizmusok jelenléte az élelmiszerben
¢lelmiszerbiztonsdgi kockéazatot jelent, igy sziikség lehet kiilonboz6 tartdsitdo eljarasok
alkalmazéséara, amelyek a romlast okoz6 mikroorganizmusok mellett a megbetegedést okozd

mikrobékkal szemben is hatasosak kell, hogy legyenek.

Napjainkban a fogyasztoi igények atalakuloban vannak, eldtérbe keriiltek a friss és egészséges
¢lelmiszerek, a tartdsitoszer mentes élelmiszerek, valamint az igynevezett ,,Ready to eat” RTE
termékek, amelyek kényelmi funkcidjuk miatt kedveltek. Ezeknél az élelmiszercsoportoknal
kiilonosen fontos a megfeleld mindségli alapanyag biztositasa, mert bizonyos esetekben a
hagyomdanyos tartsito eljarasok nem alkalmazhatoak, igy példaul egy fogyasztasra kész salatanal
a hokezelés vagy s6zas nem johet szoba. Igy keriilnek eltérbe a kiméletes tartositasi eljarasok,

amelynek egyik maddja lehet a bioldgiai kontroll.

A biokontroll egy meghatdrozott szervezet alkalmazédsa egy madsik szervezet populacid
stirliségének csokkentése végett. Alkalmazasa a novényvédelem teriiletén nem Ujkeletii, de az
¢lelmiszereknél is el6fordul régmultra visszatekintd hasznalata, ha a tejsavbaktériumok altal
fermentacioval eldallitott termékekre gondolunk. Biokontroll organizmusként hasznalhatoak

baktériumok, gombak, fonalférgek, rovarok, atkak és virusok is.

Kiilonboz6, a kornyezetiinkben természetesen jelen 1évé mikroorganizmusok képesek mas,
patogén vagy az ¢élelmiszerek romlasat okozd mikroorganizmusok visszaszoritasara. Ezen
tulajdonsagukat felkutatva és felhasznalva olyan eszkdzhdz juthatunk, amely egyéb tartdsitd
eljarasok mellett egy masik alternativa lehetaz élelmiszerek biztonsdgossaganak biztositasa

szempontjabol.

Szamos biokontroll kutatas folyik napjainkban is. A kutatdmunkdm soran élelmiszer feldolgozo
kornyezetébdl izolaltam olyan baktériumokat, amelyek géatld hatast mutattak az altalam tesztelt,

¢lelmiszerekben eléforduld patogén baktériumok ellen.

Vizsgalataim alkalmaval élelmiszerbdl és annak feldolgozo kornyezetébdl négy kiilonbozo helyrdl
(vagobhidrol, zoldségfeldolgozo lizembdl, tojasfeldolgozd lizembdl és tejiizembdl) Osszesen 78
izoldtum keriilt begytjtésre. Ezek koziil TSA és WL agarokon megfigyelt morfologiai

tulajdonsagaik alapjan 64 csoportra szlikiilt az izolalt baktériumok szdma. Az izoldtumok koziil
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négy volt képes a Salmonella Hartford-ot, 8 az E. coli-t, 7 a L. monocytogenes-t és 14 a Y.

enterocolitica-t részlegesen vagy teljesen gatolni kontakt inhibicios vizsgalatok soran.

A gatld baktériumok koziil KOH teszt alapjan tizenegy Gram-negativnak, mig kilenc Gram-
pozitivnak bizonyult, ez az ardny a molekuldris azonositds eredményeit kovetéen 10-10-re
valtozott, mert a Paennibacillus pabuli (nem valdsan) Gram-negativitast mutatott a gyorsteszten.
Az izolatumok sejtmentes feliiluszojat tesztelve a gatld hatds minimalisnak mutatkozott, azonban
a liofilizalassal tizszeres toménységiire koncentralt feliiluszok erdsebb gatlasra voltak képesek,
emellett a celofanos vizsgalat soran az is megfigyelhetd volt, hogy nem volt sziikség a sejtek
jelenlétére a gatld hatashoz. Ezek alapjan a gatlé komponens feltételezhetden olyan extracellularis
anyagcseretermék, amit az adott antagonista izolatum a patogén jelenléte nélkiil is termel, és képes
a szilard tapkozegben feldusulva, illetve a 10x-es toménységl feliilluszok révén gatld hatést

kifejteni.

A gatlo hatassal rendelkezd torzsek 16S rDNS szekvenciajuk alapjan az aldbbi nemzetségeket
képviselték: Bacillus, Paenibacillus, Macrococcus, Rothia, Staphylococcus, Pseudomonas ¢€s

Serratia.

A gatlo komponens meghatarozasahoz elvégzett vizsgalatok sordn a torzsek proteaz aktivitasat is
megfigyeltem tejporos TGE agart alkalmazva harom kiilonb6z6 hémérsékleten (20°C, 25°C,
30°C) 24, 48 és 120 oras inkubalast kovetden. Ezek alapjan egy kivételével mindegyik vizsgalt
baktérium rendelkezett valamekkora proteaz aktivitassal, amely kozre jatszhat a gatld hatas

megjelenésében.

A Pseudomonas nemzetségbe tartozo nyolc torzs sziderofor aktivitdsat CAS agaron megvizsgalva
elmondhat6, hogy mindegyik rendelkezett kelatképzé tulajdonsaggal, ¢és fluoreszcens

pigmenttermelésre is mind képes volt King B agaron vizsgalva.

Az egyik legjobb gitld hatdssal rendelkezd torzs a CSM-RMT-1 volt, amely 16S rDNS
szekvenciaja alapjan egy Serratia marcescens torzsnek bizonyult. A baktérium képes volt kitinaz
enzim termelésére, amit a chid-specifikus PCR vizsgélat eredménye is megerdsitett. Ez a torzs
mind a négy tesztelt élelmiszer patogén ellen mutatott gatld hatast az inhibicios vizsgéalatok soran,

valamint a koncentralt feliiluszok tesztelésekor is.

A masik jelentds antagonista hatdssal rendelkezd torzs a Ps. lundensis CP-P-5 volt, amely a L.
monocytogenes kivételével a tobbi tesztelt patogént képes volt gatolni, valamint a S. Hartford és
késdbb ¢lelmiszerbdl izolalt négy S. enterica ellen is a legerdsebb géatld hatast mutatta. Ez a torzs
a vizsgalataink alapjan fluoreszcens pigmenttermelésre képes, és protedz aktivitdsa mellett tobb
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komponens is részt vehet a gatld hatdsanak kialakitdsdban, amire a feliiluszok enzimes ¢és
hokezeléses eredményei, valamint a kromatografids frakcionalast kovetd gatldo hatas vizsgalat

eredményei is utaltak.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az antagonista hatdsti izoldtumok esetében a gatlas
hatasmechanizmusa a kiilonboz6 baktériumok esetében eltérd lehet, azonban k6zos benniik, hogy
a hatasért olyan extracellularis metabolitok lehetnek felelések, amelyek mar az exponencidlis
novekedési szakaszban is termelddnek, mivel a gatld hatasok a legjobb eredményt ado izolatumok
esetében mar 24 ora utan lathatdak voltak. Emellett érdemes azt is megjegyezni, hogy a kiilonb6zd

kornyezeti paraméterek, mint a hdmérséklet és pH, ndvelhetik a gatlo hatést.

Tovabbi vizsgalatokat kovetden javaslataim alapjan biofertdtlenitdszerként felhasznalhatoak
lehetnek egyes, altalam gytijtott és vizsgalt baktérium torzsek extracellularis metabolitjai, vagy
ezen vegyliiletek, akar egyéb tartositdsi mddszerekkel kombindlva, tartdsitasra is alkalmasak
lehetnének bizonyos élelmiszerek esetén. Ehhez azonban tovabbi széleskorli vizsgalatok

sziikségesek.
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Summary

It is necessary to ensure good quality along the food chain, from farm to fork. The presence of
pathogenic microorganisms in food poses a food safety risk and may require the use of different
preservation methods, which must be effective against pathogens that cause disease in addition to

the microorganisms that cause spoilage.

Today, consumer demands are changing, with a focus on fresh and healthy foods, preservative-
free foods and ready-to-eat RTE products, which are popular for their convenience. For these food
groups, it is particularly important to ensure the right quality of ingredients, as in some cases
traditional preservation methods are not applicable, for example, heat treatment or salting of a
ready-to-eat salad is out of the question. Thus, the focus is on gentle preservation methods, one of

which could be biocontrol.

Biocontrol is defined as the use of a particular organism to reduce the population density of another
organism. Its use is not new in the field of plant protection, but there is also a long history of its
use in food, for example in the production of products by fermentation of lactic acid bacteria.

Bacteria, fungi, nematodes, insects, mites and viruses can also be used as biocontrol organisms.

Various micro-organisms naturally present in our environment are able to control other micro-
organisms that are pathogenic or cause food spoilage, in some cases by entering the human body.
Exploring and exploiting these properties can provide a tool that can be an alternative to other

preservation methods when food safety is a concern.

There is also a lot of biocontrol research going on nowadays. In my research, I have isolated
bacteria from food processing environments that have shown inhibitory activity against the tested

foodborne pathogenic microorganisms.

A total of 78 isolates were collected from food and its processing environment from four different
food processing environment (slaughterhouse, vegetable processing plant, egg processing plant
and dairy). From these, the number of bacteria isolated was narrowed down to 64 groups based on
their morphological characteristics observed on TSA and WL agar. Of the isolates, 4 were able to
partially or completely inhibit Salmonella Hartford, 8 Escherichia coli, 7 Listeria monocytogenes

and 14 Yersinia enterocolitica in contact inhibition studies.

Of the inhibitory bacteria, 11 were found to be Gram-negative and 9 Gram-positive by KOH test,

this ratio was changed to 10-10 after the results of molecular identification, because
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Paennibacillus pabuli showed (false) Gram-negativity in the rapid test. When cell-free
supernatants of the isolates were tested, the inhibitory effect was minimal, but supernatants
concentrated to 10-fold concentration by lyophilisation showed stronger inhibition, and it was also
observed in the cellophane assay that the presence of cells was not required for the inhibitory
effect. These results suggest that the inhibitory component is an extracellular metabolite produced
by the antagonist isolate in the absence of the pathogen, and that it is capable of exerting an
inhibitory effect when enriched in the solid culture medium or by the 10x concentrations of

supernatants.

Strains with inhibitory activity were represented by the following genera based on their 16S rDNA
sequence: Bacillus, Paenibacillus, Macrococcus, Rothia, Staphylococcus, Pseudomonas and

Serratia.

The isolates were tested for the presence of an inhibitory component. For the determination of the
inhibitory component, I examined the protease activity of the isolates using milk powder TGE agar
at three different temperatures (20°C, 25°C, 30°C) after incubation for 24, 48 and 120 h. These
results showed that all but one of the tested isolates had some protease activity, which may be

involved in the inhibition effect.

When the siderophore activity of the 8 isolates of the genus Pseudomonas was examined on CAS
agar, all of them possessed chelating properties and were all capable of producing fluorescent

pigments when examined on King B agar.

One of the isolates with the best inhibitory activity was CSM-RMT-1, a Serratia marcescens
strain, capable of producing chitinase enzyme, which was confirmed by the results of chiA-specific
PCR assay. This isolate showed inhibitory activity against all four food pathogens tested in the

inhibition assays as well as in the concentrated supernatant assays.

The other isolate, CP-P-5, which was able to inhibit all pathogens tested except L. monocytogenes,
and also showed the strongest inhibitory activity against S. Hartford and 4 S. enterica isolated later
from food. Based on the sequence of the 16S rDNA, this is a strain of Pseudomonas lundensis,
which our tests have shown to be capable of fluorescent pigment production. In addition to its
protease activity, several components may be involved in the formation of inhibitory effects, as
suggested by the results of enzyme and heat treaatment of supernatants and the results of the

inhibitiory effect assay after chromatographic fractionation.

In conclusion, the mechanism of action of the antagonistic isolates may differ between bacteria,

but they have in common that extracellular metabolites produced already at the exponential growth
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stage may be responsible for the effect, as the inhibitory effects are already visible after 24 h for
the best performing isolates. It is also worth noting that different environmental parameters, such

as temperature and pH, may increase the inhibitory effect.

Some of the isolates which I have collected and tested, or their metabolites, could be used as bio-
disinfectants, after further investigation, even in combination with other preservation methods, to

achieve a more favourable preservation effect.
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M2. Az izolalt baktériumok morfologiai jellemzése WL Nutrient agaron

Izolalas helye

Izolatum kédja

WL morfologia (486)

CP-T-1

fényes kiviil fehér kdzépen zold ép szElii domboru telepek

CP-T-2 nem nétt rendesen
CP-T-3% fényes kiviil fehér kdzépen zold ép szElit domboru telepek (CP-T-1)
CP-T-5 nem noétt rendesen (CP-T-2)
CP-MJ-1 kozépen zold kiviil sarga fényes ép sz€éli dombort telepek
CP-MJ-+4 kozépen zold kiviil sarga fényes ép sz¢élii dombort telepek (CP-MJ-1)
CP-MJ-6 sargaszold fényes apro telepek (CP-P-1)
CP-MJ-7 kozépen zold kiviil sarga fényes ép sz¢élii dombort telepek (CP-MJ-1)
< CP-P-1 sargaszold fényes apro telepek
5 CP-P-2 fehér fényes ép szE&li domboru telepek
*<>%D CP-P-3 nem nétt rendesen
CP-P-4 gyenge zoldeskék fényes (CP-P-7)
CP-P-5 sarga-tiirkiz fényes domboru ép sz¢lii telepek
CP-P-7 gyenge zb6ldeskék fényes dombora
CP-P-8 gyenge apré fehér fényes telepek
CP-S-1 sz€lén fehér kozépen z6ld domboru elfolyt fényes telepek
CP-S-2 s0tétzold matt apro telepek
CP-S-3 fényes domboru kiviil sarga beliil zold ép szélu telepek
CP-S-4 sargaszold fényes apro telepek (CP-P-1)
CP-S-8 kozépen sotétebb zold enyhén domboru fényes telepek
9 T1Z fényes s6tétzold dombort ép szélii telepek
& C27Z nem ndtt rendesen
g = kiviil fehér kdzépen z5ld hullamosan szovott felszinli fényes elfolyt
5 3 T5Z telepek
§) = 317 gyenge fehér domboru ép szEll fényes
% 6/17Z sotétzold fényes domboru telepek
N 6/27. gyenge kék fényes
CE-E-1 gyenge tiirkiz
CE-E-2 gyenge méregzold
CE-PT-1 gyenge fehér fényes
CE-PT-2 narancssarga fényes ép sz¢li telepek
CE-PT-3 vilagos kék fényes ép szEli telepek
§ CSE-T-1 gyenge fiizold telepek
5 CSE-T-2 gyenge fehér fényes apro telepek
En CSE-T-3 gyenge fehér
§ CSE-T-4 kiviil fehér kdzépen zold hullamosan szovott felszini fényes telepek
f’% CSE-T-5 gyenge fehér fényes
3 CE-B-1 gyenge vilagos kék fényes telepek
CSE-B-1 zb6ldesbarna fényes dombort telepek
CSE-B-2 sargaszold fényes telepek sarga zénaval
CSE-B-3 z0ld fényes telepek
CE-EJ-1 fehér fényes dombort ép széli telepek
CE-EJ-2 sargas kék fényes telepek sarga zonaval
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CE-EJ-3 z0ldes sarga fényes domboru ép szEli telepek
CE-EJ-4 vilagoskék fényes dombort telepek
CM-CT-1 fiizold viaszosfényli lapos telepek
CM-CT-2 tiirkiz apr6 fényes ép sz¢li domboru
CM-MTT-1 zoldesfehér elfolyt fényes épszélit (CSM-RMT-2)
CM-MTT-2 fehér fényes csipkés szElli enyhén dombort
CM-SMT-1 gyenge zold fényes
CM-ST-1 nem nétt (CSM-PMT-4)
CM-ST-2 sargaszold sarga zoénaval
CM-RMTT-1 kiviil fehér kdzépen z6ld nyalkas fényes domboru
CM-RMTT-2 fehér enyhén domborti csipkés szélii fényes
CM-RMTT-3 barnaszold fényes domboru ép szEli
CSM-BCT-1 gyenge z0ld fényes
CSM-BCT-2 fehér fényes domborti
CSM-BCT-3 fehér fényes domboru (CSM-BCT-2)
CSM-BCT-4 gyenge zold
CSM-BCT-5 nem nétt (CSM-RMT-3)
g CSM-RMT-1 fehér tiirkiz fényes épszéli feltisztuldsi zonaval
:°§ CSM-RMT-2 kiviil fehér beliil tiirkiz fényes ép sz&lii dombora
'E’ CSM-RMT-3 nem nott
CSM-RMT-4 gyenge fehér
CSM-PMTII-1 sargaszold gyenge fényes
CSM-PMT-1 s0tétzold fényes ép szeélit (CSM-PM-1)
CSM-PMT-2 fiizold fényes telepek sarga zoénaval
CSM-PMT-3 tiirkiz apr6 fényes épszEélit dombora (CM-CT-2)
CSM-PMT-4 nem nott
CSM-PMT-5 kiviil sarga beliil zold fényes ép szEli srga zonaval
CSM-PMT-6 z01d fényes ép széli
CSM-PM-1 sotétzold fényes ép szEli
CSM-PM-2 gyenge fehér
CSM-PM-3 nem nott
CSM-PM-4 gyenge zoldeskék fényes
CSM-RMTII-1 | fehér tiirkiz domboru ép sz¢lii zonaval
CSM-RMTII-2 | sarga aproé fényes ép szélii
CSM-RMTII-3 | sarga apro fényes ép sz¢élii (CSM-RMTII-2)
CSM-RMTII-4 | tiirkiz kiviil fehér domboru ép szE&li

*A sziirke betiivel irt kodok kertiltek kizarasra, a morfologia leirasandl zardjelben lathaté melyik

izoldtummal egyezett meg.
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M3. Példak gatlo hatas esetén megjelend feltisztulasi zOnakra az agarlemezek feliiletén

P. azotoformans CM-CT-2 feltisztuldsi zonaja E. coli-val szemben végzett gatld hatas vizsgalat

soran 15 °C-on 6 napos tenyésztést kovetden

S. marcescens CSM-RMT-1 feltisztulasi zondja L. monocytogenes-szel szemben végzett

gatlo hatas vizsgalat soran 20 °C-on 1 napos tenyésztést kdvetden
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Feltisztulasi zéna a P. lundensis CP-P-5 jelli izolatum koriil S. Harforddal egyiitt tenyésztve 20

°C-on 1 napos tenyésztést kovetden

Feltisztulasi zona a CSM-RMT-1 (fehér szinli makrokoldnia) és CSM-RMT-II-1 jelti (piros
szinli makrokoldnia) S. marcescens izolatumok koriil Y. enterocolitica-val egyiitt tenyésztve 25

°C-on 6 napos tenyésztést kovetden
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M4. Fiziologiai tesztek eredményei az inkubacios ido végén a 20 vizsgalt antagonista

baktérium esetében

pH hémérséklet (°C)
Forrds | Kod 31 4 5 6 7 8 9 5 110 ] 1520 | 25|30 | 37| 42
Zéldse’g6/2z + || | | | |+ | | | | | | |
C2Z + || | | | | | | A | A | | |
CP-pP-2 + || | | |+ | | | A | | |+ -
Hus CP-P-5 + | + + | ||+ + + | A | | A ] - -
CP-P-8 + | | || A | | | | | | A | |+
CP-S-8 + | + | | | |+ | | | | ] - -
CSE-B-2 | + |+++|+++ |+ |+ | A+ | | ++ | + || [ ] + |+
CE-B-1 + | + | |+ A+ | |+ + | A | A | |+ +
CE-PT-1 + | + + | A || | | | | | [ |+ +
CE-EJ-2 |+ |+ |+ | | | | | | A | A | A | A | |+
Tojas CE-EJ-3 + | A A | |+ | | | | [+ |+
CE-EJ4 + | A A+ |+ |+ | | | |+ |+
CSE-T-1 + |+ |+ + | A | | | | A |+
CSE-T-3 + | + | | | | A | | | | | |
CSE-T-4 | + |+4+ | 444 |+ | 4 | | | - + | | A || | A
CE-E-1 + | + + + + | A | | |+ | | || |
CM-CT-2 | + | ++ | ++ | ++ | +++ |+ + | + |+ | A [ | | |+ -
CM-SMT-
1 - | A | ] - + | | A ]+ |+
Tej | CSM-
RMT-1 + | At | A | A || | | | | [ |+ |+
CSM-
RMTII-1 + | + + + |+ + + + | | || | |+ +

-: nincs novekedés, +: gyenge novekedés, ++: kozepes ndvekedés, +++: erdés novekedés
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MS. Sejtmentes feliiliszok gatlo hatasanak vizsgalata soran kapott novekedési gorbék S.
Hartford (L.), E. coli (I1)., L. monocytogenes (I11.) és Y. enterocoitica (IV.) szaporodasat

vizsgalva. Az els6 (a) és masodik (b) korben gylijtott izolatumok kiilon mérésekkel, kiilon

kontrollokkal késziiltek
Salmonella Hartford
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I1.

Escherichia coli
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Escherichia coli + 1 napos feliiltisz6 (b)

16
16
14
14 ___E_
1,2
——E.coli
£ kontroll £
=z —#—E.coli+CP- 31
Zos P-5 g —o—E.coli kontroll
_fgu ) ~#—E.coli+CP-S- % 08
8
Zos —<E.coli+CE- 3 y ~B-E.col+CM-CT-2
< EJ)-2 < 06
—E.coli+CE- l}[ 4 E.coll+CSM-RMT-1
04 E-3 04
0 o
[ 5 10 15 20 0 5 10 15 20
1d6 (6ra) 1d6 (6ra)
Escherichia coli + 3 napos feliilisz6 (a) Escherichia coli + 3 napos feliiltiszé (b)
16
16
14
14
1,2
—o—E.coli v
£ kontroll £
5 —8—E.col+CP-P-5 o1
= S —o—E.coli kontroll
§ J —4E.coli+CP-5-8 § 0e
Zos ——Ecol+CE-E)-2| | 2 ~B—E.col+CM-CT-2
2 2 o6
’f —s—~E.coli+CE-EJ-3 —4—E.coli+CSM-RMT-1
04 04
026 02 E
[ [
[ 5 10 15 20 0 5 10 15 20
1d6 (6ra) 1d6 (6ra)
Escherichia coli + 6 napos feliiltisz6 (a) Escherichia coli + 6 napos feliiltisz6 (b)
16
18
14
16
—4—E.coli
E1 kontroll £ 12
8 —Ecoicp || %
Zos P-5 ° 1 —o—E.coll atlag
g ~#—E.coli+CP-S- s
s 8 5 08 ~B-E.col+CM-CT-2
Zos —eEcobcE- || B <o
< E)-2 < 06
—4—E.col+CE- : —4—E.col+CSM-RMT-1
04 E)-3
04
0,2

0,2

15 20

1d6 (6ra)

o
o

1d6 (6ra)

146



I11. Listeria monocytogenes
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IVv.

Yersinia enterocolitica
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M7. Ps. lundensis (CP-P-5) és S. marcescens (CSM-RMT-1) asvanyi és minimal taplevesben
készitett feliilaszoinak frakcioibol (a), SPE-bol (b) és SPE vizes fazisabol (c) mért gatlo
hatasa S. Hartford (I), E. coli (1), L. monocytogenes (111) és Y. enterocolitica (IV) ellen

L
a)
Salmonella_Kivonatok
14
1,2
1
E —&—Samonella Hartford
208 )
r —#—EtOH Serratia+Samonella
E ~o—EtOH Pseudos+Salmonella
506 Etac Serratia+Salmonella
g —+—Etac Pseudo+Salmonella
0.4 ~—#—Hexan Serratia+Salmonella
—&—Hexan Pseudo+Salmonella
0,2
0
0 5 10 15 20
1d& (6ra)
Salmonella_SPE_plusz_kontroll
14
1,2
b 3
g
308 —e—Salmonella
2
3 —o—SPE_Serratia+Salmonella
§ 0,6 ~#—SPE_Pseudo+Salmonella
g Serratia+Salmonella_K

~#— pseudo+Salmonella_K

(=]
>
|
>
3
>
b A
b
1
3
3
>
b
b

0,2

0 5 10 15 20
1dé (6ra)

Salmonella_SPE_vizes

14

1,2

w

308

2

g —eo—Samonella Hartford
'g 0,6 —s—Sermratia+Salmonella
g Pseudo+Samonella

o
S

0,2

0 5 10 15 20
146 (6ra)

150



I1.

E.coli_kivonatok

1,4

1,2

E
é —s—Escherichia coli
w 08 —e—EtOH Serratia+Ecoli
K] —#—EtOH Pseudo+Ecoli
-g 06 Etac SerratiasEcoli
5 ~—#—Etac Pseudo+Ecoli
—e—Hexan Serratia+Ecoll
04 = Hexan Pseudo+Ecoll
0,2
0
0 5 10 15 20
1dé (6ra)
E.coli_SPE_plusz_kontroll
14
1,2
1
E
&
Ro8 —e—E.coli
=
t3 ~—+—SPE_Serratia+E.coll
'g 0,6 ~—SPE_Pseudo+E.coli
o
Ed Serratia+E.coli_K
0,4 s Pseudo+E.coli_K
02 %
0
0 5 10 15
146 (6ra)
c)
Ecoli_SPE_vizes
14
1,2
|
E
&
208
=
g == Escherichia coli
8
5 06 —#— Serratia+Ecol
o
2 —#— Pseudo+Ecoli
0,4
0,2 N
0

0 5 10
1dé6 (6ra)

15

20

151




I11.

Listeria_Kivonatok
14
1,2
1
E
é —&—Listeria monocytogenes
‘; 08 —o—EtOH Serratia+listeria
'g - EtOH Pseudo+Usteria
-g 0.6 Etac Serratia+Usteria
5 —a—Etac Pseudo+Listeria
—eo—Hexan Serratia+Usteria
0,4 —&—Hexan Pseudo+Uisteria
0,2
0
0 5 10 15 20
1dé (6ra)
Listeria_SPE_plusz_kontroll
14
1,2
1
E
&
208 —e—Ligteria
2
t3 —e—SPE_SerratiasListeria
g 0,6 ~#—SPE_PseudosListeria
o
2 SerratiasListeria_K
0,4 ~#—Pseudo+Listeria_K
0,2
0
[} 5 10 15 20
1d6 (6ra)
c)
Listeria_SPE_vizes
14
1,2
|
E
&
208
=
e —e—Listeria monocytogenes
8 PREPRP—- .
€06 " ———-——— = oba_4 ——Sematiaslisteria
o
2 Bl S - ~%  —#—Pseudoslisteria
04
0.2 L
0
[} 5 10 15 20
1dé (dra)

152




IVv.

Abszorbancia 595nm

0,7

0,6

o
w

o
S

o
w

o
N

0,1

Yersinia_kivonatok

—&—Yersinia enterocolitica
—e— EtOH Serratia+Yersinia
EtOH Pseudo+Yersinia
Etac Serratia+Yersinia
—8—Etac Pseudo+Yersinia
—e—Hexan Serratia+Yersinia
—®—Hexan Pseudo+Yersinia

10 15 20
1d6 (6ra)

b)

Abszorbancia 595nm

0,7

0,6

0,5

0,4

Yersinia_SPE_plusz_kontroll

—e—Yersinia
—®—SPE_SerratiatYersinia
SPE_Pseudo+Yersinia

Serratia+Yersinia_K

02

0,1

—8— Pseudo+Yersinia_K

10 15 20
1d6 (6ra)

Abszorbancia 595nm

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

S

Yersinia_SPE_vizes

—e—Yersinia enterocolitica
—&— Serratia+Yersinia

Pseudo+Yersinia

0,1

10 15 20
1d6 (6ra)

153




Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkdszonni témavezetdmnek Dr Belak Agnesnek azt a sok segitséget, amit kaptam a

doktori munkam soran.

Halas vagyok az egész Elelmiszer-mikrobiologia, -higiénia és -biztonsag Tanszék Osszes
dolgozojanak, hogy munkdm sordn mindenki kedvesen és segitdkészen fordult hozzam barmilyen

kérdésem és kérésem soran.

Koszondm a Csalddomnak a segitséget és tamogatast, koszondm Férjemnek és Gyermekeinek
Bendeguznak, Samunak és Ardonak a tiirelmet és kitartast, amivel lehetdvé tették a dolgozat
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