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1. A munka elé6zményei, célkitiizések

Az ¢élelmiszerekkel terjedd patogén mikroorganizmusok szdmos human megbetegedést
okoznak napjainkban is. A WHO becslései szerint évente mintegy 600 millid, élelmiszerek altal

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

Az élelmiszerek eldallitdsa soran torekedni kell a megfelelé mindségii, biztonsagos termékek
létrehozasara. Az ¢lelmiszerbiztonsagi tényezok mellett a fogyasztoi igények is meghatarozok,
amelyek visszahatnak az iparra. Ennek eredményeként az elmult évtizedben egyre tobb olyan

termék jelent meg a boltok polcain, amelyek ezt az iranyt is igyekeznek kielégiteni.

A bioldgiai kontroll (roviden biokontroll) alkalmazésa alternativat jelenthet a mar jol bevalt
tartositd eljarasok, mint példaul a hokezelés, héelvonds, vizaktivitds csokkentés mellett,

kiilondsen olyan élelmiszerek esetében, ahol a cél megdrizni annak friss jellegét.

A biokontroll stratégiaban fontos szerepet betdltd antagonista mikrobéak egyik legjobb forrasa
maga az ¢lelmiszer vagy annak feldolgoz6 kornyezete lehet. Az élelmiszerek alapanyagaul
szolgald nyersanyagokban vagy nyersanyagokon, illetve az azokkal érintkez6 feliileteken nagy
eséllyel lehetnek jelen potencidlis biokontroll mikroorganizmusok, amelyek kozvetlen vagy
kozvetett felhaszndldsa az élelmiszeriparban 0j lehetdséget teremthet a fogyasztok igényeinek

kielégitése mellett biztonsdgos és megfeleld ideig eltarthato élelmiszerek eldallitasara.

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 vizsgalataval a késébbi, akar ipari
alkalmazhatdsdguknak megalapozasa a gatld hatdasmechanizmusuk minél pontosabb

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

e Dbaktériumok izoldldsa  élelmiszerfeldolgoz6  kdrnyezetbdl és  élelmiszer
nyersanyagokbol,

e az izolalt baktériumok koziil a gatld hatassal rendelkezdk kisziirése kontakt inhibicids
teszttel négy, ¢lelmiszerbiztonsadgi szempontbol jelentds patogén baktérium

(Salmonella Hartford, E. coli, L. monocytogenes, és Y. enterocolitica) ellen;



a gatld hatassal bird izolatumok azonositasa gyorstesztekkel és molekularis biologiai
vizsgalatokkal, valamint a torzsek tipizalasa DNS-alapt eljaréassal,
a gatlas hatterében all6 mechanizmusok felderitése: protedz aktivitds vizsgalattal;
sziderofor termelés teszteléssel; prodigiozin termelés vizsgalattal; kitindz termelés
teszteléssel;
a legerdsebb gatld hatast mutato térzsek tovabbi analizise:

o a sejtmentes feliiliszok vizsgalataval kiillonbozo kezelések mellett,

o egylitt tenyésztéses vizsgalatokkal;
a gatlo hatés vizsgalata élelmiszer eredetli Salmonella enterica ellen;
a gatl6 hatds kimutatasdhoz egyéb modszerekkel torténtd vizsgalatok elvégzése:

o celofanos vizsgalattal;

o liofolizélassal koncentralt feliiliszo hatdsanak meghatarozasaval,

a gatlé komponens(ek) vizsgalata kromatografias modszerek segitségével.



2. Anyag és modszer

2.1 A munka soran felhasznalt patogén baktériumok

A vizsgalataimhoz a kdvetkezd patogén baktériumokat hasznaltam fel: Listeria monocytogenes
(CCM 4699), Salmonella Hartford (NCAIM B1310), Yersinia enterocolitica (HNCMB 98002),
Escherichia coli (NCAIM B01909).

2.2 Baktériumok izolalasa és fenntartasa

A feliileti mintdk, amelyekbdl a munka sordn vizsgalt baktériumok izoldlasa tortént, két
kiilonboz6 modszerrel kertiltek levételre. A sima, egyenes feliiletek esetében TSA-t tartalmazé
Contact slide-okat alkalmaztam, mig a nehezen hozzaférhetd, nem egyenletes feliiletekhez

mintavevé tampont (TSB levesben) hasznaltam.

A mintdkat az alabbi helyekrdl gytljtottem:
e vagobhid,
e tojasfeldolgozoé lizem,
o tejiizem,

o zdldségfeldolgozo lizem.

A levett mintdkat 25 °C-on 24 6rédn at inkubaltam, majd a TSB levesbdl tovabb oltottam TSA-
ra. A kiilonb6z6 morfoldgiaval rendelkezd baktériumokbdl tiszta tenyészeteket készitettem,
amelyek steril paraffinolajjal lezart TSA ferde agarokon, 4 °C-on kertiltek tarolasra.

Az izolalt baktériumok csoportositdsa és az azonos morfologiaval rendelkezOk kisziirése
telepek csoportositasat kovetden végiil minden csoportokbol egy-egy izolatumot vélasztottam

ki a tovabbi vizsgalatok céljabol.
2.3 Kontakt inhibicio vizsgalata agar spot modszerrel

A gétlo hatassal rendelkezd izolatumok kisziiréséhez agar spot modszert hasznaltam. A 2.1.
pontban ismertetett patogén baktériumok egy napos tenyészeteibdl steril vizben szuszpenzidkat
készitettem, majd 1 ml-nyi (kb. 10*-10° CFU/ml) szuszpenzidkat TSA lemezekre pipettaztam,
egyenletesen eloszlattam, majd a felesleget eltavolitottam. A lemezek feliiletét kiszaritottam,

majd az izolatumokbdl készitett sejtszuszpenziokbol 10 pl-t (koriilbelil 10° sejtet) az



agarlemezek feliiletére pipettaztam. A leoltott lemezeket 5, 10, 15, 20, 25, 30, 37 és 42 °C-on
inkubalam 6 napig, a gatlashoz sziikséges optimalis hdmérséklet és a gatlohatas kifejtéséhez
szlikséges 1d0 meghatarozdsa miatt. A gatlast a vizsgalt izolatumok makrokolonidi koril a
patogének feltisztulasi zonai jelezték. A lemezek egy, két, harom ¢és hatnapos inkubacié utan

kertiltek értékelésre.

Késdbbi vizsgalataim sordn megismételtem a moddszert négy, tojasbol szairmazo Salmonella
izoldtum ellen is, ekkor azonban mar csak a korabban S. Hartford ellen gatlé hatast mutatd

1izolatumokat tesztelve.

Elvégeztem a kontakt inhibici6 vizsgélatot kiilonb6z6 pH értékii (pH 4, 5, 6, 7 8, 9) taptalajokon
is. A lemezeket 20 °C és 30 °C-on inkubaltam 24 6ran keresztiil. Ebbe a vizsgalatba csak az

elézetes tesztelés, azaz a ,,screening” soran gatlo hatast mutato izolatumok keriiltek bevonasra.
2.4 Biokémiai és fiziologiai tesztek

A fizioldgiai paraméterek koziil a hémérséklet (5, 10, 15, 20, 25, 30, 37 és 42 °C) és pH (3, 4,
5, 6, 7, 8, és 9) hatasat vizsgaltam az izolatumok szaporodédsira nézve, mig a biokémiai

vizsgalatok koziil KOH tesztet, valamint kataldz és oxidaz tesztet végeztem el.
2.5 Molekularis tipizalas RAPD-PCR mddszerrel

A gatlo hatdsu izolatumok klondlis hasonlosaganak vizsgédlatdhoz molekularis tipizéaldst
végeztem RAPD-PCR modszerrel az OPE 18 (Belak, 2009), az M13 (Vassart et al., 1987) és a
D8635 (Van Looveren et al., 1999) primereket felhasznalva. A keletkezett PCR termékek
elvalasztasa és kimutatasa 1,5%-o0s agaroz gélen gélelektroforézissel tortént, DNA Molecular
Weight Marker VI. 1étra futtatdsaval. A mintdzatok 6sszehasonlitasa a GelCompar® II (Applied
Maths NV, Belgium) szoftver segitségével tortént.

2.6 Antagonista hatasu izolatumok azonositasa

Az antagonista hatassal rendelkezd izolatumokat elsé l1épésben miniatiirizalt identifikacios
tesztekkel probaltam azonositani. A Gram-negativ izolatumokhoz API 20 NE és API 20 E
kiteket (BioMerieux), mig a Gram-pozitiv izolatumokhoz BBL Crystal (BD) tesztet

hasznaltam.



Masodik 1épésben az izolatumokat a 27f-1492r primerparral (Maiwald, 2004) eldallitott 16S
rDNS PCR-termékek kozvetlen Sanger szekvenaldsaval azonositottam nemzetség vagy faji
szinten. A keletkezett amplikonokat PCR-Advanced™ Clean Up System PCR termék tisztitd
kit segitségével tisztitottam meg, a szekvenalast pedig az Eurofins BIOMI Kft. (G6dollo)
végezte el. A nukleotid sorrend meghatarozéasa 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 segitségével értékeltem.
2.7 Gatlo hatas vizsgalata egyiitt tenyésztéses modszerrel taplevesben és tejben

A kontakt inhibicids vizsgalatok soran két, Salmonella Hartford-dal szemben gatld hatast
mutato térzset, a Pseudomonas lundensis CP-P-5-6t és a Serratia marcescens CSM-RMT-1-et
vizsgaltam ugyanezen Salmonella-val, illetve egy tojaslébdl izolalt S. enterica torzzsel vald
egyiitt tenyésztéssel TSB levesben a kdvetkezd patogén:gatld mikroorganizmus koncentracid
aranyokkal: 1:1, 1:10, 1:100 és 1:1000. A legkisebb koncentracio 10! sejt/ml-t jelentett. A
tenyészeteket 6 napon keresztiil inkubéltam 25 °C-on statikus koriilmények kozott. Az elso,
masodik, harmadik és hatodik napon kioltast végeztem a tenyészetekbdl TSA ¢és a patogénnek
megfeleld szelektiv Harlequin tapagar (Lab M Limited) feliiletére szélesztéssel két parhuzamos

leoltassal.

Az egyiitt tenyésztést élelmiszermatrixban is elvégeztem a S. marcescens CSM-RMT-1 jell
torzs esetében, TSB leves helyett azonban 2,8%-os zsirtartalmia UHT tejet hasznalva

tapkozegként. Ennek a vizsgalatnak a menete azonos volt a fentebb leirtakkal.
2.8 Sejtmentes feliiliiszo gatlo hatasanak vizsgalata

A sejtmentes feliilluszo gatld hatasdnak vizsgalatdval az extracellularis géatld metabolitok
termelését vizsgaltam mikrotenyészetek segitségével. A screening soran gatld hatast mutatd
torzsek TSB levesben tenyésztett kultiraibol eldallitott egy-, harom- és hatnapos sejtmentes
felilloszok gatlo hatdsat Multiskan Ascent késziilékkel vizsgéltam, mikrotiter lemezes
tenyésztési modszerrel. A beoltott mikrotiter lemezeket 25 °C-on inkubaltam, és az 595 nm-en
mért abszorbancia értékeket a tenyésztés 24 ordja alatt 30 percenként automatikusan rogzitette
a méréshez hasznalt miiszer. A vizsgalatok soran harom parhuzamos mérés tortént. Az i1d6
fliggvényében kapott abszorbancia értékekbdl ndvekedési gorbéket készitettem, igy lathatova

valt a sejtmentes feliiluszok hatdsa a korokozok novekedésére.



2.8.1 Sejtmentes feliilusz6 gatld hatdsdnak vizsgdlata kiilonboz6é tenyésztési koriilmények

mellett

A vizsgéalatot elvégeztem két, a Salmonella Hartfordot gatlo torzzsel (Ps. lundensis CP-P-5 és
Ps. lundensis CE-EJ-2) annak érdekében, hogy meghatarozzam a megvaltozott tenyésztési
koriilmények hatasat az antagonista vegylilet(ek) termelddésére. A tenyésztés az alabbiak
szerint tortént: statikus és razatott (180 rpm, 25 °C) inkubalasi koriilmények kozott TSB leves
mellett TGE taplevesben. Az igy tenyésztett sejtek esetében is megvizsgaltam a kinyert

sejtmentes feliiluszok gatlo hatasat.
2.8.2 Kiilonbozo kezelések hatdsanak vizsgalata a sejtmentes feliilluszo gatld hatasara

Statikus kortiilmények kozott 24 6ran at TSB levesben inkubalt P. lundensis CP-P-5 torzsbol
nyert sejtmentes feliiliszoindl az aldbbiakban felsorolt kezeléseket alkalmaztam, majd
vizsgaltam a kezelt feliiliszok hatdsat Salmonella Hartford szaporoddsara az elézéekben
ismertetett modon: proteaz kezelés 37 °C-on 90 percig (proteinaz K 200 pg/mL, protedz
Streptomyces griseus-bol 200 pg/mL, tripszin szarvasmarha hasnyalmirigybdl 100 pg/mL, a-
kimotripszin szarvasmarha hasnyalmirigybdl 100 pg/mL), 0,2 N NaOH kezelés, hokezelés (95
°C-on 5 perces €s 30 perces forralassal, valamint 121 °C -on 15 percig tartd autoklavozassal,
kb 1,2 bar nyomason). A kezeléseket kdvetden a gatld hatasokat a korabbiakban leirtak alapjan,
mikrotiter lemezben Multiscan Ascent késziilékkel vizsgaltam, a korabban gatolt patogénnel

szemben. A kezelések tobb torzs esetében a liofilizalt feliiluszokkal is elvégzésre kertiltek.
2.8.3 Liofilizalassal koncentralt sejtmentes feliiliszo vizsgalata

A kivalasztott gatld hatasu torzsek sejtmentes feliilluszo6ibol liofilizalassal 10x-es toménységl
oldatokat készitettem. Ehhez a TSB levesben statikus koriilmények kozott eldallitott
tenyészetekbdl készitettem feliiliszokat a fentebb leirtak alapjan egy-, hdrom- és hatnapos

tenyésztést kovetden. A feliiluszokat ezt kdvetden -80 °C-os fagyasztas utan liofilizaltam.
2.9 Celofanos vizsgalat

A vizsgalat Giolitti és Bertani (1953) altal leirtak alapjan tortént, kisebb modositasokkal. Steril,
kb. 4 cm atmérdji celofankorongokat helyeztem TSA lemezekre, majd 10 pl-t az antagonista
-on torténd inkubdlds utan steril csipesszel eltavolitottam a celofant, amelynek feliiletén

kolonidk fejlédtek. A TSA lemezeket ezutan a screeningnél hasznalt mddszer 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.

A gatld komponens meghatarozasara tett kisérletként meghataroztam a gatldé komponenst
tartalmaz6 agar darabok extraktumainak UV spektrumat is. A celofanos tenyésztési modszerrel
késziilt agarbol kivagott 1 ¢cm? -es darabokat 2 ml szerves oldoszert vagy vizet tartalmazo
kémcsObe helyeztem. Két oras 25 °C-on elvégzett extrakcid utan minden csébdl 1 ml mintét
elemeztem Secord Plus 2000 UV spektrofotométerrel, 200 nm-t6l 800 nm-ig terjedd

spektrumot rogzitve, 2 nm-enkénti méréssel.

2.10 Antibiotikum rezisztencia vizsgalat

A gatl6 hatasu torzsek antibiotikum-érzékenységének meghatdrozasahoz a Bagul és Sivakumar
(2016) altal leirt kvalitativ korongdiffuzios érzékenységi vizsgdlati modszert alkalmaztam
kloramfenikol, ceftadizim, imipenem, eritromicin, nalidixinsav, meropenem, norfloxacin,
kolisztin-szulfat, ciprofloxacim, piperacillin és amikacin antibiotikumok esetén. Az inkubélast
a vizsgalt torzsek hdmérsékleti optimuman, azaz 25 °C -on végeztem el, az eredményeket pedig

24 6ra utan olvastam le.

2.11 A gatl6o komponens meghatarozasahoz elvégzett vizsgalatok
2.11.1 Proteaz aktivitas vizsgalata

A gatld hatasu torzsek proteolitikus aktivitasat tejporos TGE agar segitségével vizsgaltam. Az
torzsekbdl 0,5 McFarland standardnak megfeleld stirliségli sejtszuszpenziot (10 ul) pipettaztam
a tejporos TGE lemezek feliiletére, amelyeket ezt kovetéen 20, 25 és 30 °C-on inkubaltam. A

megjelend feltisztulasi zondkat egy-, két- és 6tnapos inkubacid utan olvastam le.
2.11.2 Sziderofor termelés vizsgéalata

A sziderofor-termelddést Schwyn és Neilands (1987) mddszere alapjan, Verma €s mtsai. (2012)
altal leirtak szerint vizsgaltam CAS agarlemezeket hasznalva az alapkdzeg modositasaval. A
CAS-lemezek elkészitéséhez az elkészitett Kings B agarhoz kevertem a kiilon elkészitett CAS
festéket. A CAS-agarlemezeket ezt kovetden oltottam le, majd 25 °C-on 24 6rén at inkubaltam.
A leolvasas soran a kék CAS-agaron kifejlédd telepek koriil megjelend szinvaltozas, a

narancssarga zona jelezte a sziderofér aktivitast, aminek oka, hogy a szideroforok erds



kelatképzo vegyiiletek, amelyek képesek a vasat kiszakitani a komplexbdl, igy a festék szinének

valtozéasat eredményezve.
2.11.3 Kitinaz termelés vizsgalata
2.11.3.1 Kitindz termelés vizsgalata tenyésztéses modszerrel

A kitinaz termelés ¢€s aktivitas kimutatasa a Leisner és munkatarsai (2008) altal leirt moédszer
alapjan tortént. A vizsgalathoz a S. marcescens antagonista torzsek sejtszuszpenzidit bazikus
kitint tartalmazé taptalajra (BMC) cseppentettem, majd haromnapos, 30 °C-on torténd

inkubéaciot kovetden valtak értékelhetdve a feltisztuldsi zondk kitindz aktivitds megléte esetén.
2.11.3.2 Kitinadz kodolo gén kimutatisa PCR-rel

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

detektalasra PCR segitségével.
2.11.4 Prodigiozin termelés vizsgélata
2.11.4.1 Elozetes szinteszt

A S. marcescens torzseket Nutrient agar lemezeken tenyésztettem, és egy ¢jszakan at a
kovetkezd homérsékleteken inkubaltam: 20, 25, 30, 37 és 40 °C-on. A prodigiozin extrakcid
EtOH-val szobahdmérsékleten 24 6ran at tortént, majd centrifugalast kovetden 37%-os sosavat
vagy ammoniat adtam a kémcesdében 1évo pellethez. A megjelend vords (savas kornyezet) vagy
sarga (ligos kdrnyezet) szinvaltozast a prodigiozin jelenléte esetén lehet megfigyelni (Bharmal

¢s Jahagirdar, 2012).
2.11.4.2 Prodigiozin termelésért felelos gének PCR analizise

A prodigiozin termelésért felelds génklaszter jelenlétének vizsgalatahoz a cueR és copA gének

crer

2.11.5 Fluoreszcencia vizsgélata Pseudomonas torzsek esetén

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

kimutatésa.
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2.12 Kromatografias vizsgalatok

A kromatografids vizsgéalatok az Agrartudomanyi Kutatokdzpont Novényvédelmi Intézetének
kozremiikodésével késziiltek. Ezekben a vizsgalatokban a két legeredményesebb gatld hatést
mutatd torzsnek (Ps. lundensis CP-P-5 és S. marcescens CSM-RMT-1) a liofilizalassal 10-

szeresre koncentralt feliluszoit hasznaltuk.
2.12.1 HPTLC vizsgalat

A liofilizalt feliiliszok extrahdlas utani kivonatait el6szor HPTLC modszerrel vizsgaltuk. 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).
2.12.2 Frakcionalt feliiliszok gatld hatdsanak vizsgalata

A HPTLC-s vizsgélatokat zavarta a tapkozegben 1évd nagy mennyiségli peptid, ezért j, kisebb
matrixa tapkozegre volt szilkség a gatld torzsek tenyésztéséhez, amiben megfeleld
mennyiségben képesek termelddni a gatld komponensek. Ezek alapjan a kovetkezd
tapkozegekben tenyésztettem a baktériumokat: a S. marcescens CSM-RMT-1 torzset minimal
taplevesben, a Ps. lundensis CP-P-5 torzset Asvanyi 0 (folyékony asvanyi tapkozeg), Asvanyi
1 (folyékony &svanyi tapkozeg fruktéz szénforrassal) és Asvanyi 2 (modositott asvanyi

tapkozeg) kozegekben.

A kiilonboz0o eljarasokkal kapott frakciok gatld hatasat Gjbol megvizsgaltam mikrokultiras

modszerrel, igy lathatova valt, melyik frakcidban maradhattak jelen a gatlo komponensek.

2.12.3 Feliiluszok elvalasztasa
A vizsgalat soran az alabbi extrakciok torténtek:
e Hex: kivonds 7,5 ml hexdnnal majd a feliiliszé beszaritasa, és 100 pl EtAc -ban feloldésa,
e FEtAc: a maradék kivonasa 5 ml EtAc-cal, majd a feliiliszo beszaritasa, és 100 pl EtAc-ban
feloldasa,
e EtOH: a maradék kivonasa 1 ml EtOH-val, majd a feliiliszo szirése.
A kovetkezd vizsgalathoz a feliiluszok frakcionalasa egy C18 SPE oszlopon (500 mg Merck
Lichrolut) tortént.
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A harmadik vizsgalathoz a feliiluszok liofilizdtuma egymas utdn egyre poldrisabb olddszerrel
volt kivonva, a maradék pedig vizben lett feloldva, igy késziiltek a kiilonb6z6 frakciok, amelyek

gatlo hatasat megvizsgalhattam.
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3  Eredmények és azok megbeszélése
3.1 A munka soran gyujtott izolatumok

Osszesen 78 baktérium keriilt izoldldsra a négy kiilonbdzd élelmiszerfeldolgozé kdrnyezetbdl.
Ezek koziil 20 darab sertés vagohidrol, 6 darab zdldségfeldolgozd ilizembdl, 18 darab tojas
feldolgoz6 tizembdl, mig 34 darab tejfeldolgozd lizembdl lett begytijtve.

A telepmorfologia vizsgélata utdn mind a TSA, mind a WL tapagarok feliiletén hasonld
morfoldgiat mutatd izolatumokbol csak egy lett kivalasztva a tovabbi vizsgalatokhoz, igy végiil
64 baktériumot teszteltem le gatlohatas szempontjabdl: 13-at a sertés vagohidrol, 6-ot a
z6ldségfeldolgozo lizembdl, 18 izoldtumot a tojas feldolgozo tizembdl, és 27-et a tejfeldolgozd

tizembdl.

A munka sordn kivélasztott izolalasi helyek mindegyikén nagy szamu és kiilonbozo
kornyezetbdl, ahonnan az izolatumok begyiijtésre keriiltek, a zdldségfeldolgozo és tojas
feldolgoz6 ilizembdl szdrmazo 6 illetve 18 izolatum morfologia alapjdn mind kiilonbézének
bizonyult, ami a jelenlévd baktériumok jelentds valtozatossagat mutatja. A vagohidrdl és a
tejfeldolgozo lizembdl szarmazo 20, illetve 34 izolatum koziil 7-7 kertilt kizarasra morfoldgiai

s

jellemezte ezen mintavételi helyeket is.

3.2 Az élelmiszer eredetii patogén baktériumok szaporodasat gatlo izolatumok

szelektalasa

Az élelmiszer alapanyagokbol és a feldolgozé kdrnyezetiikbol gytijtott izolatumok antagonista
hatasat agar spot modszerrel vizsgaltam L. monocytogenes, Salmonella Hartford, Y.
enterocolitica és E. coli ellen. A vizsgalat eredményei azt mutattdk, hogy a vizsgalt 64
izolatumboal 20 volt képes gatolni a vizsgalt korokozok legalabb egyikét. Ezekben az esetekben
az izolatumok koriil részleges vagy teljes feltisztuldsi zondk jelentek meg. Az izolalt
baktériumok koziil ketté (CM-CT-2, CSM-RMT-1) mind a négy korokozot gatolni tudta
legalabb részlegesen, tovabbi két izolatum harom kérokozot gatolt, harom izolatum két patogén
novekedésére volt negativ hatassal, 13 pedig csak az egyik korokoz6t tudta gatolni valamelyik

vizsgalt hdmérsékleten a hatnapos inkubacio alatt.

13



A kontakt inhibicios vizsgélat soran a legtobb esetben a gatlo hatas 15 °C és 30 °C kozott volt
tapasztalhato, aminek oka az lehet, hogy az antagonista baktériumok szdmaéra ezek a
hémeérsékletek lehetnek az idedlisak a szaporodashoz, mig a patogének szempontjabdl ezek
kisebb homérsékletek az optimumukhoz képest. Az izolatumok gatld hatdsa né¢hol mar egy
napos inkubacid utan kimutathat6 volt azokon a hdmérsékleteken, amelyeken a korokozok is
képesek voltak novekedni, de legtobb esetben a 2-3. inkubécids napot kdvetden jelentek meg a
gatlo hatasok. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a gatlasért felelés anyagcseretermékek a

szaporodds soran egyre novekvo mértékben vannak jelen.
3.3 A gatlo hatassal rendelkez6 izolatumok jellemzése és azonositasa

Az in vitro gatld hatéas vizsgalat eredményei alapjan csak annak a 20 izolatumnak tortént meg

a tovabbi jellemzése és azonositasa, amelyek gatoltak barmelyik patogén szaporodasat.

Osszegezve megéllapithaté, hogy az izolatumok neutrofil és mezofil sajatsaguak: optimalis pH-

értekiik 7 korili, mig optimalis ndvekedési hdmérsékletiik 25 °C kozelében van.

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.

A molekularis tipizalas eredményei alapjan elmondhatd, hogy a legjobban értékelhetd
mintazatokat a D8635 primerrel sikeriilt elérni. 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 klonalisan kiilonb6z0, azaz

eltérd torzseket reprezentalnak.

A torzsek azonositdsa miniatlir identifikacios tesztekkel és a 16S rRNS-t kodold 16S rDNS-
gének szekvencia elemzésével tortént. A két modszer szignifikansan eltéré eredményeket adott

(1. tablazat).
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1. tablazat: A baktérium izoladtumok azonositasanak eredményei miniatlirizalt

identifikacids tesztekkel és a 16S rDNS gének szekvenalasaval

16S rDNS szekvenalas (hasonlosagi
Forras Kod Miniatiirizalt identifikacios teszt szdzalék)
Zoldség- |6/2Z Lactococcus lactis ssp. cremoris Bacillus toyonensis (100%)
feldolgozo | 27 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%)
Acinetobacter baumanii/
CSE-B-2 calcoaceticus Pseudomonas rhizosphaerae (99.05%)
CE-B-1 Corynebacterium renale Macrococcus caseolyticus (99.8%)
CE-PT-1 Staph. kloosii Rothia endophytica (100%)
. CE-EJ-2 Ps. putida Pseudomonas lundensis (99.9%)
fegl?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 (100%)
Tejlizem Serratia marcescens subsp. marcescens
CSM-RMT-1 | Burkholderia cepacia (99.5%)
Serratia marcescens subsp. marcescens
CSM-RMTII-1 | Aeromonas hydrophilia/caviae (100%)

Az antagonista baktériumok fele (azaz 10 torzs) Gram-negativ volt, és a Pseudomonas
nemzetség képviseltette magat a legnagyobb tdrzsszammal, mivel dsszesen 8§ izolatum keriilt
azonositasra Pseudomonas-ként. Ez Osszhangban van a korabbi, biokontroll torzsekkel
kapcsolatos megfigyelésekkel is, mert a szakirodalomban is nagyon gyakran taladlkozhatunk

Pseudomonas nemzetségbdl szarmazo antagonista torzsekre vonatkozd megallapitasokkal.

A molekuldris azonositds eredményei alapjan a géatlohatassal rendelkezd baktériumok hét
kiilonb6z6 nemzetséghez tartoztak: Pseudomonas, Serratia, Bacillus, Paenibacillus,
Macrococcus, Staphylococcus és Rothia. Pseudomonas strains have been previously described
and studied as potential biocontrol bacteria, but such studies of bacteria belonging to the other

genera are only sparsely described in the literature.
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3.4 Egyiitt tenyésztéses vizsgalatok

Az egyiitt tenyésztési vizsgalatok eredményei alapjan elmondhatd, hogy a tesztelt antagonista
torzsek képesek voltak a Salmonella sejtek szaporodasat mérsékelni, jelentds szamcsokkenés
azonban nem volt tapasztalhato, illetve a gatlo hatassal bir6 torzsek sejtjeit a patogénhez képest
olyan nagy koncentracidoban kellene alkalmazni, amely élelmiszerek esetében akar romlési
folyamatokat is indukalhatna. Ezen megfigyeléseket alapul véve a tovabbi kisérletek sordn a

gatlo torzsek anyagcesere termékeire fokuszalva végeztem el vizsgélataimat.
3.5 Sejtmentes feliilaszok gatlo hatasanak vizsgalata

A sejtmentes feliiluszok gatlo hatdsa nem volt kimutathaté minden egyes mérési napon, emellett
a gatlas megjelenése véletlenszerti volt a hatnapos inkubacié soran. Részleges gatlasok tobb
vizsgalati napon is kimutathatok voltak, azonban hat napon at tartdé gatld hatast nem sikeriilt
detektalni. A spot mddszer és a sejtmentes felliluszok eredményeit dsszevetve elmondhatd
tehat, hogy a kontakt inhibicios vizsgalat (spot mddszer) 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 hatasat vizsgéltam -

csak 2, 4, 3 és 13 izolatum volt negativ hatassal a patogének szaporodasi képességére.

A megvaltoztatott tenyésztési koriilmények nem segitették a gatldé komponens termel6dését,
ezért a tovabbiakban is statikus koriilmények kozott TSB levesben tenyésztett baktériumokat

hasznaltam a vizsgéalatokhoz.

A gatld hatasok megfigyelésére iranyul6 vizsgalatok alapjan négy torzs keriilt kivalasztasra a
tovabbi kisérletek elvégzéséhez. Ezeknek volt a kontakt inhibicids tesztek és a feliiliszos
vizsgalatok sordn is a legerdsebb és/vagy legtobb patogén ellen hatdsos gatldoanyag termelése.

Ezen torzsek az alabbiak voltak:

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

e Pseudomonas azotoformans CM-CT-2.
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3.6 Koncentralt sejtmentes feliilluszok gatlo hatasanak vizsgalata

A sejtmentes felliluszok gatlohatas vizsgalatanak eredményei alapjan valdsziniisithetd volt,
hogy a gétlé komponensek folyékony tapkozegben nem tudnak megfeleléen koncentralodni,
igy liofilizalassal probaltam toményebb feliilliszokat 1étrehozni. A liofilizalassal koncentralt
feliiliszok hatasanak eredményei is ezt tAmasztottak ald, ugyanis a 10-szeres koncentratumok
sokkal hatékonyabban voltak képesek a patogének szaporodasat visszaszoritani. Mindebbdl
arra lehet kovetkeztetni, hogy extracellularis metabolit(ok) felelés(ek) a gatlohatasokért,
valamint, hogy leghatékonyabbnak az egy- és a haromnapos tenyészetek feliiluszoi
bizonyultak, kivéve a CM-CT-2 jelii Ps. azotoformans torzsnél, ugyanis ott az egynapos
feliiliszo gatld hatasa csak a 24 oras tenyésztési id6 elsd felében volt nagyobb, mint a harom
¢és hatnapos tenyészetekbdl késziilt feliiliszoknak, majd késébb megkozelitette a kontroll

patogének szaporodasi gorbéit, vagy akar til is nott rajtuk.

3.7 Antibiotikum érzékenységi vizsgalat

A vizsgalatot azért végeztem el, mert bar a gatlo hatassal bird sejtmentes feliiluszok nem
tartalmazzak a baktérium sejteket, de eléfordulhat, hogy a sejtszuszpenzidban lizalt sejtek is
megtalalhatok, amelyek genetikai anyaga a szlirletbe keriilhet, és ezek az extracellularis DNS
molekuldk igy részt vehetnek természetes rekombinacids folyamatokban is, amelynek
kovetkeztében az esetlegesen antibiotikum rezisztenciaval rendelkezd gatld torzsek szerepet
jatszhatnak az ellenalld képesség tovabbadasaban.

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok alapjan mindhdrom Pseudomonas torzs esetében
tapasztalhatd volt tobb antibiotikummal szemben is rezisztencia. Ezek az antibiotikumok
els6sorban a B-laktamok voltak, azonban a zénak méreteit figyelembe véve valdsziniisithetd,
hogy a két, az 50S riboszoma alegységre hatd, fehérjeszintézist gatld antibiotikummal szemben
is ellenallok ezek a torzsek.

Az EUCAST tablazata els6sorban human megbetegedésekhez kapcsolddo baktériumok adatait
tartalmazza, és példaul a S. marcescens sem szerepel benne, igy a korongdiffiizids vizsgalat
eredményeinek Osszevetésére a CSM-RMT-1 torzs esetében nincs lehetéség. Ugyanakkor
figyelembe véve a viszonylag nagy zonaméreteket a vizsgalt antibiotikumok esetén
elmondhat6, hogy a torzs feltételezhetéen csak az erythromycinnel szemben rezisztens.

Az antagonista torzsek rendelkeznek bizonyos foku ellendlld képességgel sejtfal- és

fehérjeszintézist gatld antibiotikumokkal szemben, azonban annak megallapitasara, hogy a
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tenyésztési id6 soran milyen aranyban pusztulnak el a sejtek, azokbol milyen mennyiségii DNS
szabadul ki, és azok mennyire stabilak a kornyezetben, tovabbi vizsgéalatok elvégzése lenne
szlikséges. Feltételezhetd azonban, hogy a 24 6rés inkubalas soran még nem indul meg a sejtek
jelentds lizise, és a kornyezetben jelenlévd nukleazok is hozzajarulnak az extracellularis DNS-
ek gyorsabb lebomlasahoz, azonban mindenképp érdemes lenne olyan kisérleteket is elvégezni,
amelyek a kiszabadult DNS-ek horizontélis géntranszferben valo részvételilket megerdsiti vagy

elveti.

3.8 A kivalasztott antagonista torzsek gatld hatasanak vizsgalata tojasporbol izolalt

Salmonella enterica torzsek ellen

A CP-P-5, CE-EJ-2, CM-CT-2, és CSM-RMT-1 jeli torzsek tesztelése a Salmonella-k ellen
agar spot modszerrel hasonld eredményeket hozott, mint a S. Hartford-ndl kordbban is
tapasztaltak. Mind a négy ijjonnan izolalt szalmonellat (S1, S2, S3, S4) legalabb részben gatolta
a négy antagonista torzs 15 °C és 20 °C esetén, és nem volt nagy kiilonbség a Salmonella
torzsekre gyakorolt gatlo hatdsok kozott. A gatlasi zondk 24 ora elteltével jelentek meg, és a
hatnapos inkubéci6 végére a korokozok nem tudtak talszaporodni az antagonistakon.

Ennek a vizsgélatnak az eredményei alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalt antagonista torzsek
mind az Ot tesztelt szalmonellat képesek voltak gétolni, ami arra enged kovetkeztetni, hogy
altalanos gatlo hatéssal rendelkeznek, ugyanakkor az wjonnan izolalt Salmonella enterica
baktériumoknak sem a szerotipizalasa, sem a molekularis karakterizalasa nem tortént meg, igy

torzsekre vonatkozo kovetkeztetéseket nem lehet levonni.
3.9 Celofanos modszerrel meghatarozott gatlohatas eredményei

Mindegyik inkubécios napon jol megfigyelhetd volt a gatlohatas az agar feliiletén 20, 25 és 30
°C-on, azonban a 15 °C-os tenyésztés ennél a mddszernél nem segitette eld a gatlohatas
kialakulasat. A Y. enterocolitica itt is a legérzékenyebb patogén baktériumnak bizonyult, az

elsd két tenyésztési napon csak a magasabb hémérsékleteken (25-30 °C) szaporodott.

Az inkubdcids 1d0 letelte utan az agar azon pontjain, ahova korabban a celofant helyeztem és
az antagonista baktériumok sejtei ndvekedtek, a korokozok lathatd feltisztuldsi zonai voltak
megfigyelhetok. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy az antagonista torzsek a tenyésztésiik
soran a gatlo vegyiileteket a gatolando korokozo jelenléte nélkiil is megtermelték, azaz nem
indukalt vegyiiletek. A metabolitok ezenfeliil a celofanrétegen keresztiil is képesek voltak az

agarba diffundélni, amely jelenség alatdmasztja azt a feltételezést, hogy a gatlo vegyiiletek
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extracellularis anyagok, tovabba a termeld torzsek els6dleges metabolitjai, mert a 24 6ras

tenyésztés soran kelld mennyiségben valasztodtak ki a megfeleld gatlohatas eléréséhez.

3.10 A gatlohatasu komponens jellemzése ¢és meghatarozasa érdekében végzett

vizsgalatok eredményei
3.10.1 UV spektrumok analizise a celofanos vizsgalatbol kinyert agar darabok esetén

A celofanos tenyésztési modszerrel készitett agarbol kivagott szeletek spektrumelemzése nem
adott értekelhetd eredményeket. Egyik gorbén sem voltak csticsok, amelyek utalhattak volna
az antagonista hatasért felelds vegyiiletek kémiai tulajdonsagara, ezért ezzel a mddszerrel nem

tudtam jellemezni a gatlo vegyiileteket.
3.10.2 Proteaz aktivitas vizsgalatanak eredményei

A Ps. rhizosphaerae CSE-B-2 torzs kivételével mindegyik antagonista baktérium rendelkezett
valamilyen mértékii protedz aktivitassal, és az inkubacids id6 eldrehaladtaval a feltisztulasi
zonak mérete is ndvekedett a tejporos agarokon, azaz ndtt az enzimaktivitds mértéke. Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy az izolatumok gatld hatdsdban szerepet jatszhat a protedz
aktivitasuk is. A novekvd proteolitikus aktivitdssal parhuzamosan névekvd gatld hatasra is
szdmitani lehetne a torzsek esetében, a kontakt inhibicids vizsgalatok soran megfigyelt
eredmények azonban nem erre utaltak, ott ugyanis a gatlo hatds nem ndvekedett egyértelmiien
az inkubdacioés napok és a hdmérsékletek novekedésével. Jellemzden a kisebb hdmérsékleteken

¢és a rovidebb (1-3 napos) inkubéciok soran voltak erdsebb gatlo hatasok megfigyelhetok.
3.10.3 Gatlo6 hatas vizsgalata kiilonboz6 pH értékek mellett

Az eredmények azt mutattak, hogy a S. Hartford és az E. coli esetében a kisebb pH-értékek (4,
5, 6) kisebb homérséklettel (20 °C) kombindlva erésebb gatld hatdssal voltak a vizsgalt
kérokozok novekedésére, mint a kontakt inhibicids agar spot modszernél az megfigyelhetd volt.
Nagyobb pH-értékek és homérséklet (30 °C) esetén — amelyek optimalisabbak a korokozok
szdmara — a gatld 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 hémérséklettel (20 °C)
kombinalva segitették a gatldo hatas kialakulasat, mig a S. marcescens CSM-RMT-1 gatld
hatasat nem befolyasoltdk a megvaltozott kdrnyezeti paraméterek. A Y. enterocolitica esetében

akis pH (4, 5, 6) é¢s homérséklet (20 °C) elegenddnek bizonyult a novekedés gatlasahoz, mivel
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a korokozo 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

torzs azonban képes volt teljesen meggatolni a szaporodasat.

Az eredmények alapjan akéar a gat-technoldgia egyik elemeként a biokontroll vegyiiletként

alkalmazhatd anyagcseretermékeknek még szélesebb felhasznalasi kore lehetséges, mint

kiméletes tartdsitod eljaras.

3.10.4 A sejtmentes feliiluszok gatld hatasa kiilonbozo kezelések utan

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

esetében a 2. tablazat tartalmazza 9sszefoglalva.

2. tablazat Kiulonbozo kezelések hatasa a Ps. lundensis CP-P-5 és a S. marcescens CSM-

RMT-1 torzsek koncentralt sejtmentes feliiluszoinak gatlo 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 - + -

S. marcescens CSM-RMT-1

Kezelés S. Hartford E. coli L. monocytogenes | Y. enterocolitica
proteinaz K () (+) - -
protedz (+) (+) - -
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

20




A vizsgalt torzsek feliilluszo6indl nem volt egyértelmiien megallapithatd, hogy hdérzékeny
komponens, vagy fehérje eredetii 6sszetevo jatszik-e szerepet a gatlo hatéds kialakuldsdban. Az

eredmények alapjan tobb anyag felelds a gatlasért, ami patogénenként is kiilonbozhet.
3.10.5 Az antagonista S. marcescens torzsekkel végzett vizsgalatok eredményei

Az egyik legjobb gatlo hatassal rendelkezd izolatum a CSM-RMT-1 volt, amely 16S rDNS
szekvencidja alapjan egy Serratia marcescens torzsnek bizonyult. A baktérium képes volt
kitindz enzim termelésére, amit a chid-specifikus PCR vizsgalat eredménye is megerdsitett. Ez
a torzs mind a négy tesztelt élelmiszer patogén ellen mutatott gatld hatdst az inhibicios

vizsgalatok soran, valamint a koncentralt feliilaszok tesztelésekor is.

3.10.6 A Pseudomonas torzsekkel végzett vizsgalatok eredményei
A Pseudomonas nemzetségbe tartozd nyolc torzs sziderofor aktivitasit CAS agaron
megvizsgalva elmondhatd, hogy mindegyik rendelkezett kelatképzd tulajdonsdggal, és

fluoreszcens pigmenttermelésre is mind a nyolc képes volt King B agaron vizsgalva.

A Pseudomonas nemzetségbe tartozd izolatumok koziil a legjelentésebb 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 késobb élelmiszerbdl izolalt négy
Sa. enterica ellen is a legerdsebb gatld hatdst mutatta. Ez a torzs a vizsgélataink alapjan
fluoreszcens pigmenttermelésre képes, €és proteaz aktivitdsa mellett tobb komponens is részt
vehet a gatlo hatasanak kialakitasaban, amire a feliiluszok enzimes és hokezeléses eredményei,

valamint a kromatografias frakcionalast kovetd gatlo hatas vizsgéalat eredményei is utaltak.
3.10.7 Kromatografids vizsgalatok és frakciok eredményei

A feliiliszok frakcidinak gatldo hatds 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 gatlo hatasa. Ezért a tovabbiakban érdemes lenne a gatlo hatasu

frakciokat tovabb vizsgalni a komponens meghatarozasa céljabol.

A S. marcescens CSM-RMT-1 esetében egy frakcio (S3) volt, amelyik minden esetben tudott
valamilyen mértékii gatld hatast elérni a vizsgalt patogénekkel szemben, itt valosziniibb, hogy

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

Az ¢lelmiszerek és azok feldolgozd kornyezete szamos olyan mikroorganizmust tartalmaz,
amelyek negativ hatdssal lehetnek a human megbetegedést okoz6 patogén mikrobékra.
Erdemes tehat az élelmiszerek kornyezetében természetesen eléfordulé mikroorganizmusokat
is megvizsgalni, mert bel6lilk akar késébb biokontrollként (példaul feliilet fertétlenitéshez,
Twele és munkatarsai, 2011) alkalmazhat6 anyagcseretermékek is kinyerhetdk. Munkam soran
kiilonbozé élelmiszer nyersanyagokbdl 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 gatlo hatassal rendelkezd izolatumok keresése soran az agar feliiletén végzett kontakt gatlas
eredményeit a sejtmentes feliiliszokkal végzett vizsgalatok nem tudtdk alatamasztani, joval
kisebb mértékii gatlo hatds volt megfigyelhetd az extracelluldris metabolitokat tartalmazé
feliiliszok esetén. Ezekben a vizsgéalatokban folyékony tapkozeget alkalmaztam, igy a
mérsékelt gatlas arra is utalhat, hogy az inhibicidért felelés anyagceseretermékek nem voltak
jelen megfelelé mennyiségben a taplevesben ahhoz, hogy negativ hatdst gyakoroljanak a
kérokozokra, mig a szilard taptalajban ezek a vegyiiletek feldusulhattak. Feltételezhetd
tovabba, hogy a gatld hatdsu metabolitok korlatozottan oldédhattak az alkalmazott folyékony
kozegben, ami ugyanezt a megfigyelést eredményezheti. Ennek megfeleléen arra
kovetkeztethetiink, hogy az antagonista vegyiileteknek koncentralt formaban kell jelen lenniiik

a kornyezetben a korokozo6 hatékonyabb gatlasahoz.

A pH ¢és a hémérséklet gatldé anyagok termelésére vonatkozo hatasanak vizsgalatakor kapott
eredmények ravildgitanak a kedvezdtlen kornyezeti paraméterek fontossdgara a patogén
baktériumok novekedésének gatlasaban, valamint a kdrnyezeti tényezOk ¢és a biokontroll

metabolitok additiv hatasara.

A proteolitikus enzimaktivitas vizsgalata utan elmondhato, hogy protedzok részt vehetnek a

korokozok gatlasaban, de nem ezek a f6 gatld vegyiiletek.

A celofanos vizsgalat és a feliiluszok toményitett forméaban torténd tesztelése szintén
alatdmasztja azt a megfigyelést, miszerint a gatld komponensek koncentraltabb jelenléte

sziikséges a gatld hatds megjelenéséhez. Emellett mindkét vizsgalat megerdsiti azt a
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megfigyelést, hogy nem sziikséges a patogén mikroorganizmus jelenléte a gatldo anyag(ok)
termelddéséhez, azaz nem a koérokozo jelenléte indukalja a gatlasért felelés metabolitok
termelését ¢és kivalasztdsat, hanem azok folyamatosan termelddnek ¢és jutnak ki az
extracellularis térbe. A tenyésztési idot figyelembe véve ezekben a vizsgalatokban a legerésebb
gatlo hatas 4ltaldban 24 ora utan volt tapasztalhatd, igy valdszintsithetéen elsddleges
metabolitok feleldsek a gatlo hatasért. Ezt a megfigyelést tdmasztjak ald a kontakt inhibicids
vizsgalatokban mar 24 orat kovetden megjelend feltisztulasi zondk is. Mindemellett a
koncentralt feliiluszok tesztelése soran megfigyelhetd erdteljesebb gatlé hatds az egynapos
tenyészetekbdl nyert feliiluszok esetében a harom- és 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 vizsgalatai soran
tapasztalt gatld hatas is az inhibitor vegytiletek primer metabolit voltara utal, mert mind a két
esetben 24 6ra utan volt a legjelentésebb mértékli csokkenés a patogének szamaban az

antagonista izolatumok 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 altalam gyttt izoldtumokrdl sem lehet
altalanossagban megallapitani, hogy milyen koriilmények kozott képesek optimalisan a gatld
komponenseket termelni, ehhez tehat az izolatumokat egyesével kell megvizsgélni. A munkam
soran kapott eredmények alapjan, a fentebb mar emlitett két torzsre (Ps. lundensis CP-P-5 és S.
marcescens CSM-RMT-1) koncentralva a gatld hatasért felelds vegytiletekkel kapcsolatban a
kovetkezok megallapitasok tehetdk.

A vizsgélt S. marcescens CSM-RMT-1 torzs gatlo hatasaért felelés molekuldk extracellularis
metabolitok, mivel a celofanos és feliiliszos vizsgélatokndl bebizonyosodott, hogy az
antagonista torzs tenyésztését kovetden a baktérium sejtek eltavolitasa utan is tapasztalhato 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 torzs nem képes ezt
a pigmentet eldallitani, mégis jo gatld hatassal rendelkezik a vizsgalt korokozokkal szemben.
Mindazonaltal a kiilonb6z6 hidrolitikus enzimek, amelyek képesek lebontani a célszervezetek
esszencidlis makromolekulait, valosziniisithetden a CSM-RMT-1 éltal termelt gatlé anyagok
kozott szerepelnek. Emellett ennek a torzsnek a genomjaban megtalalhatd a chid (kitinazt

kédolo) gén, és képes a kitindz termelésére is, amely enzim gombaellenes és antibakterialis
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hatésu, igy Osszességében elmondhatd, hogy ezen enzimek is feleldsek lehetnek az antagonista
hatasért. A kromatografias vizsgéalatok soran készitett frakciok analizisét kovetden elmondhato,
hogy tobb komponens is felelhet a CSM-RMT-1 gatl6 hatasaért, ugyanakkor a legjelentsebb
gatlo hatassal rendelkezd vegyiilet metanolban oldhatd, igy ennek tovabbi vizsgalataval
kozelebb lehetne jutni a gatld hatast adé metabolit meghatdrozasdhoz. Az eredmények és
megfigyelések alapjan a baktérium koncentralt sejtmentes feliiliszoja felhasznalhato lehet
kiilonb6z6é  patogén  baktériumok  antagonistijaként az  élelmiszeriparban,  akar
biofertdtlenitdszerek forméjaban az élelmiszer-feldolgozo teriiletek feliiletein. Emellett kitinaz
termelése révén gombaellenes hatasat is érdemes lehetne megvizsgalni. Tovabbi elemzésekre
van sziikség annak ellendrzésére is, hogy a diffuz fehérjék vagy mas extracellularis vegyiiletek
hogyan befolyasolhatjdk az ¢élelmiszerek vagy ¢élelmiszer-nyersanyagok Osszetételét,

amennyiben azok felhasznéalasa az élelmiszeriparban megvaldsulna.

Szdmos Pseudomonas alkalmazhaté 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 mas mikroorganizmusoknak, ¢és képesek
alkalmazkodni a kornyezeti stresszhatdsokhoz (Weller, 2007). Korabbi vizsgalatokban az
¢lelmiszerekben el6forduld patogén baktériumokra antagonista hatast kifejtd tobbféle
Pseudomonas torzset izolaltak (Alegre és mtsai., 2013, Olanya és mtsai., 2014, Belak és Maraz,
2015, Oliveira és mtsai., 2015), amelyek tobbsége fluoreszcens Pseudomonas volt. Az altalam
izolalt Ps. lundensis CP-P-5 is képes fluoreszcens pigmenteket termelni King B agaron,
valamint sziderofor termelése is megfigyelhetd volt CAS agarlemezek feliiletén. A feliiliszos
vizsgalatok eredményei alapjan ennél a torzsnél tobb komponens is felelds lehet a gatld
hatasért. A kiilonb6z06 kezelések soran a nem koncentralt feliiluszokban a proteolitikus enzimek
szubsztratjai alacsony koncentracioban lehettek jelen, ezért ezekben az esetekben nem volt
feldusultak, és elegendd mennyiségben voltak jelen az enzimatikus lebontashoz. Eltérd
eredményeket adtak az enzimes, a h6- és a NaOH-kezelést kovetden végzett mérések az egyes
patogének esetén, ami szintén azt a feltételezést tamasztja ala, hogy tobb vegyiilet felelds a
kérokozok gatlasaért. A kromatografias vizsgalatok soran késziilt frakciok gatld hatasa is ezt
erdsiti meg, tovabba arra enged kovetkeztetni, hogy a kiilonb6z6 polaros oldészerekben jol
old6dé komponensek lehetnek az antagonista hatdsu metabolitok. Hasonldan a S. marcescens

biokontroll t6rzshoz a Ps. lundensis CP-P-5 is alkalmazhat6 lehet az élelmiszeriparban egyes
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patogén baktériumok gatlasara. Meg kell azonban emliteni, hogy a baktériumsejtek kézvetlen
felhaszndlasa az ¢lelmiszerek romlésdhoz vezethet, igy a torzs altal termelt és kivalasztott

vegyiiletek felhasznalasa alternativ megoldast jelenthet.

Legjobb tudomasom szerint ez az els6 olyan tanulmany, amelyben egy Ps. lundensis torzset az
¢lelmiszerekben el6forduld patogén baktériumok potencidlis antagonistajaként irtak le,
azonban az antagonista hatasaban részt vevo gatlo vegyiiletek jellemzését mindenképp érdemes

lenne tovabb folytatni.
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5. Uj tudomanyos eredmények

Els6 alkalommal keriiltek izolalasra és leirasra élelmiszerekkel terjedd patogének ellen
potencialis biokontroll térzsként alkalmazhatd Macrococcus és Rothia nemzetségbol
szdrmazo baktériumok, amelyek a Macrococcus caseolyticus €s a Rothia endophytica
fajokba sorolhatok. Ezen fajok eddig még nem szerepeltek a tudomanyos
szakirodalomban, mint élelmiszer eredetli 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 extracelluldris metabolit is szerepet jatszik: vegyiiletek, amelyek
szerves oldoszerekben oldddnak, és lehetnek koztik a baktérium altal termelt
szideroforok és proteazok is. Eredményeim alapjan a CP-P-5 jeli P. lundensis
koncentralt sejtmentes feliiliszdja felhasznalhatdo lehet kiilonboz6 koérokozo

baktériumok szaporodasanak visszaszoritasara ¢lelmiszer-feldolgozé tizemekben.

Munkam soran elséként keriilt izoldlasra tejiizemi kornyezetbdl egy pigmentet nem
termeld Serratia marcescens biokontroll térzs. Eredményeim alapjan megallapitottam,
hogy a gétlo hatasért felelds vegyiilet(ek) extracelluldris metabolit(ok), amely(ek)
metanollal extrahdlhat6(k), valamint a CSM-RMT-1 jelii S. marcescens torzs protedz és
kitinaz termelése is kozrejatszhat az inhibicidban. Mindezek alapjan a biokontroll
hatasu prodigiozin-negativ S. marcescens torzs koncentralt sejtmentes feliiluszoja

felhasznalhato lehet kiilonboz6 patogén baktériumok ellen az élelmiszeriparban.
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