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1. A MUNKA ELOZMENYEI

A tejsavbaktériumokkal erjesztett kiilonféle élelmiszerek eldéllitasa tobb ezer éves
multra tekint vissza, mivel az anyagcsere folyamataik soran képz0do savak €és aromaanyagok
kedvezd tulajdonsagu, tdpanyagokban ¢€s izanyagokban gazdag, ugyanakkor antinutritiv
anyagokban szegényebb termékek kialakuldsat eredményezik. Ezen kiviil — tekintve, hogy az
tejsavbaktériumok a GRAS (generally recognised as safe) kategoridba tartoznak, azaz
biztonsagosan felhasznalhatok az élelmiszer-termelésben.

A tejsavbaktériumokkal erjesztett termékek nem csupan izanyagokban gazdagabbak,
hanem az alapanyaghoz képest biztonsagosabbak, hosszabb ideig eltarthatok is, ami a
fermentacio sordn keletkezd antimikrobas anyagok hatasanak koszonhetd. Ezek elsdsorban: a
szerves savak (valamint a savas pH), a hidrogén-peroxid és a fehérje természetli antimikrobas
anyagok, a bakteriocinek. A tejsavbaktériumok ezen tulajdonsagait kihasznalva kiilon erre a
célra kifejlesztett védokultirakat is alkalmaznak a ferment4cio soran, amelyek pl. bakteriocin-
képzd képességiik segitségével pusztitjak el a terméket fert6zé romlas- és/vagy koérokozo
mikroorganizmusokat. Ez az eljarads 6sszhangban van a megvaltozott fogyasztoi elvarasokkal
is, melyek a természetesebb allapotl, kevesebb kémiai tartositoszert tartalmazéd termékeket
igénylik.

Az élelmiszer-el6allitoé tizemek higiéniai dllapota alapvetd fontossdgi a biztonsagos
¢lelmiszertermelésben. A nyersanyagrol vagy a levegdébdl az ilizembe keriild karos
mikroorganizmusok megtelepedhetnek és bevonatokat (biofilmet) képezhetnek a kiilonb6zd
tizemi feliileteken és ezéltal folyamatos fertdzési forrast jelentenek, termékveszteséget €s
¢lelmiszer-biztonsagi problémakat okozva a feldolgozott termékben. Erre a problémara
megoldast jelenthet az {izem Un. ,,hazi mikroflorajanak™ gatldo hatdsa, amikor az autochton
mikrobafajok (pl. tejsavbaktériumok) a kotohelyekért és a tdpanyagokért vald versengeés,
antimikrobas anyagok vagy gatld hatasu extracelluléris polimer matrix (EPS) termelése révén
akadalyozzak meg a karos mikroorganizmusok megtelepedését, elszaporodasat.

Az utobbi néhany évtizedben kezdett ismertté valni, hogy milyen élettani-biokémiai
folyamatok allnak az egészséges bélflora egészségvédd hatdsa mogott. A bélfléra hasznos
baktériumainak — elsésorban a tejsav- és bifidobaktériumoknak — a szerepe sokrétii. Részt
vesznek tobbek kozt a koérokozd mikroorganizmusok visszaszoritasaban is, részben a
kotohelyek térbeli gatlasa, részben az antimikrobds hatdsu anyagcsere termékek révén,

amelyek ugyanolyan hatékonyak a bélcsatorna lumenében, mint az élelmiszer méatrixokban.



2. CELKITUZESEK

1. Tejsavbaktériumok és romlas/korokozo baktériumok kdlcsonhatdsdnak vizsgalata
rozsdamentes acél feliileten

2. J6 adhézids képességii tejsavbaktérium torzs(ek) szelektalasa Caco-2 bélhamsejt
vonalon és a tapadas vizsgalata a koncentracio fiiggvényében

3. Tejsavbaktériumok ¢és koérokozod baktériumok kolcsonhatasa bélhamsejtek
felszinén

4. Tejsavbaktériumok és romlas/korokozo baktériumok kolcsdonhatasdnak vizsgalata

laboratoriumi taptalajban és folyékony élelmiszerekben



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznalt anyagok
A tejsavbaktériumok ¢€és a romlas/kérokozd mikroorganizmusok tapadasat illetve
kolcsonhatasat haromféle kornyezetben vizsgaltam:

1. Rozsdamentes acélon: AISI 304-es tipusi 2B simasagh (¢élelmiszeripari feliiletek
boritasara széles korben hasznalt) acélotvozet 1,5 x 1,5 cm nagysdgu mintadarabjai (Un.
kuponok)

2. Bélhamsejtek feliiletén: in vitro bélhdmsejt-tenyészet (Caco-2, ATCC HTB 37) 14
napos sejtjei (a vékonybél felszivd hamsejtjeihez hasonlé morfoldgiat mutatnak)

3. Folyékony tapkozegekben: PCB (Plate count broth) tapkozeg, 0,1% zsirtartalmu tej és

7,5% szarazanyag-tartalmu csicsokalé

3.2. Felhasznalt mikroorganizmusok
Rozsdamentes acélon:

= tejtermekbdl i1zolalt Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

» ¢lelmiszeriizemi feliiletrdl izolalt Pseudomonas fluorescens 111 P 13a

= tejeredetll Listeria monocytogenes LM6.

Bélhamsejtek feliiletén:

» ¢lelmiszer-eredetti Lactobacillus torzsek: L. plantarum 2142, L. casei subsp.
pseudoplantarum 2749, L. casei subsp. pseudoplantarum 2750, L. casei subsp. casei
2752, L. casei subsp. casei 2756, L. casei subsp. casei 2763, L. curvatus 2768, L.
curvatus 2770, L. curvatus 2771, L. curvatus 2775, L. sakei DSM20017

= beélsarbol izolélt: Bifidobacterium bifidum B3.2 és

» Escherichia coli Bay 100.

Folyékony tapkozegekben:

» ¢lelmiszer-eredetli: Lactococcus lactis subsp. lactis CCM1881, L. casei subsp.
pseudoplantarum 2749

» Bacillus cereus T vegetativ sejtek és sporak

» Escherichia coli Bay100.



3.3. Alkalmazott médszerek

Rozsdamentes acél:

A baktériumtapadast fliggdleges ¢és vizszintes helyzetli kuponokon vizsgéaltam
egyedi €s kevert tenyészetekben 24 illetve 3 ora inkubalads utan. A mikrobakat a
vizsgalathoz foszfat pufferben szuszpendaltam.

A megtapadd baktériumok szamat a sejtek lerdzasat kovetden tenyésztéses
modszerrel szelektiv taptalajokon (Lactobacillus — MRS agar, Pseudomonas —
Pseudomonas szelektiv agar, Listeria — Oxford agar), és

epifluoreszcens mikroszkopos vizsgalattal hataroztam meg. A mikroszkopos
vizsgalathoz a tapadé baktériumokat a LIVE BacLight'™ Bacterial Gram Stain Kit-
el (hexidium-jodidot és SYTO 9-et tartalmaz), valamint akridin naranccsal festettem
meg.

A mikroszkopos felvételeken a baktériumok kvantifikalasat sejtszamlalassal illetve a
baktériumok 4altal boritott feliillet meghatarozasaval (Scion Image Software)

végeztem.

Bélhamsejtek:

A baktériumtapadast 1 6ra inkubalas utan vizsgéaltam, a mikrobdkat a Caco-2 sejtek
tenyésztd folyadékaban szuszpendalva.

Harom teszttorzs segitségével Osszehasonlitottam harom, a tapadd baktériumok
kimutatasara hasznalhaté modszert (tenyésztés, fluoreszcens festés, Gram-festés).
Tenyésztéses modszerhez MRS agart (Lactobacillus), TPY (Trypticase-Phytone-
Yeast extract) agart (Bifidobacterium) és ChromoBio Coliform agart (E. coli)
hasznaltam. A fluoreszcens festést hexidium jodiddal végeztem. A fluorescensen
vagy a Gram szerint festett készitményeket mikroszkoposan vizsgéaltam és a
mennyisé€gi meghatarozast sejtszamlalassal illetve boritottsag-méréssel végeztem.

A Lactobacillus torzsek koziil kivalasztottam a legjobban tapadd tdrzset ¢és
megvizsgaltam a tapadasat E. coli-val kevert tenyészetekben.

Megvizsgaltam a kivalasztott Lactobacillus torzs kiindulasi koncentraciotol fiiggd

tapadasat.

Folyékony tapkozegek

L. lactis subsp. lactis CCM1881 és B. cereus T kolcsonhatasat PCB taptalajban és
0,1%-o0s tejben vizsgaltam. A tenyészeteket 30°C-on 72 ordig inkubdltam. A
baktériumok szamat megfeleld 1d6kozonként tenyésztéssel hatdroztam meg MRS

agaron (Lactococcus) és véres agaron (Bacillus). PBC taptalaj esetén meghataroztam



a Bacillus spordk szamat is, a vegetativ sejteket 30 percig 60°C-on torténd
hokezeléssel pusztitva el.

» L. casei subsp. pseudoplantarum 2749 ¢és E. coli kolcsonhatasat 7,5%-os
csicsoOkalében vizsgaltam. A tenyészeteket 25°C-on inkubdltam 48 o6raig, majd
hitéhémérsékleten (12°C) 168 oraig. A tenyésztéses csiraszdm-meghatdrozashoz
MRS agart (Lactobacillus) ¢s ChromoBio Coliform agart (E. coli) hasznéltam.

= A tenyészetekben kioltaskor meghataroztam a pH-t.

Az eredmények statisztikai értékelésére Poisson-eloszlast, kétszempontos variancia

analizist, Mann-Whitney és Welch-probat alkalmaztam.



4. EREDMENYEK

Munkédm soran célul tliztem ki kiilonbozd élelmiszer-eredetli Lactobacillus és
Lactococcus torzsek valamint romlas/korokozo baktériumtorzsek kolesonhatdsanak
vizsgalatat élettelen (rozsdamentes acél) és ¢l6 (bélhamsejtek) felszineken, valamint
folyékony tapkozegekben (laboratoriumi médiumok és élelmiszerek), azon hipotézisbdl
kiindulva, hogy a tejsavbaktériumok széles korben ismert antimikrobds hatadsa segitségével
vissza lehet szoritani e kdros mikroorganizmusok megtelepedését illetve szaporodésat.

A vizsgélatok soran rozsdamentes acél-lemezekbdl kivagott kuponokat hasznaltam,
amelyeken fligg6leges illetve vizszintes elhelyezésben vizsgéaltam a baktériumok tapadasat.
Pseudomonas fluorescens esetében kb. 10%-0s, Listeria monocytogenes esetében kb. 1%-0s
tapadast tapasztaltam a fiiggdleges kupon esetében. Lactobacillus esetében azonban a mérések
nem adtak reprezentalhaté eredményeket — ezt mindkét kimutatdsi modszerrel jol lehetett
kovetni. A kéros mikrobdk esetében az egyedi és kevert tenyészetekben mért
baktériumtapadasok valosziniileg éppen emiatt nem mutattak jelentds eltéréseket. A vizszintes
elhelyezésli kuponon a tejsavbaktériumok kiiilepedése jol nyomon kovethetd volt. Kevert
tenyészet esetében szignifikans novekedés volt tapasztalhatd a L. monocytogenes €s a P.
fluorescens tapaddsdban az egyedi tenyészetekhez képest, azaz a tejsavbaktériumok
elésegitették e karos mikroorganizmusok megtapadasat. A mikroszkopos felvételek tanusaga
szerint ennek hatterében a baktériumsejtek koaggregacioja allt. A Lactobacillus-szam
ugyanakkor nem valtozott jelentdsen az egyedi tenyészethez képest.

Bélhamsejtek esetében a baktérium torzsek kozotti kolesonhatasok vizsgalatat
megeldzte a kiillonbozd kimutatasi mdodszerek Osszehasonlitdsa. Ennek eredményképpen el
kellett vetnem a fluoreszcens festést, mert az alapos mosas ellenére is maradtak festéknyomok
a készitményben, amelyek megkotddve a Caco-2 sejteken, zavartdk az értékelést. A
tenyésztéssel torténd valamint a Gram-festést kovetd mikroszkopos kiértékelés jo egyezésben
volt egymadssal, bar tenyésztéssel minden esetben kisebb tapadd baktériumszamot mértem,
valamint az autoaggregicidra hajlamos torzseknél jelentds kiilonbségek is eléfordultak. Az
elobbiekre magyarazatul szolgalhatott, hogy tenyésztéses modszerrel csupan az él6 sejtek
voltak kimutathatok, valamint hogy a moddszer - természetébdl addddan - a
sejtaggregatumokat egyetlen sejtnek becsiilte. Megallapitottam tovabba, hogy a hosszadalmas
sejtszamlalas helyett a baktériumok altal boritott teriiletek O0sszehasonlitasa is alkalmas a
tapadas mértékének vizsgalatara illetve a legjobban tapadé torzs(ek) kivalasztasara. A tesztelt
tejsavbaktérium torzsek koziil a L. casei subsp. pseudoplantarum 2749 bizonyult a

legjobbnak, ezért ezzel folytattam a vizsgalatokat. A kiinduldsi koncentracié hatidsanak



vizsgélata soran megallapitottam, hogy a bélhamsejtekhez adott ndvekvd baktérium-
koncentréci6 fliggvényében a megtapadd baktériumok szdma ardnyosan nétt, és nem jott létre
platé allapot. A mikroszképos felvételek ugyanakkor azt mutattdk, hogy a baktériumok
egymasra rétegzodtek, egymashoz tapadtak és jelentds résziikk mar nem érte el a Caco-2 sejtek
felszinén 1év6é specifikus receptor molekuldkat. A kivalasztott Lactobacillus torzs ¢€s az
Escherichia coli kolcsonhatdsdnak vizsgalata soran ellentmond6 eredményeket kaptam,
amelyek arra hivjék fel a figyelmet, hogy ezen a teriileten tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
Folyékony tdpkdzegekben valamennyi bedllitds esetében azt tapasztaltam, hogy a
tejsavbaktérium torzsek gatoltdk a karos mikroorganizmusok szaporodasat: a Bacillus cereus
gatlasa PCB taplevesben 93,5-99,1%-0s, 0,1%-0s tejben 38,3%-0s, mig az E. coli gatlasa
csicsokalében 99,6%-0s volt. A gatlasért elsdsorban a sav- és pH hatds valamint a
tapanyagokért folytatott versengés volt felelds. Ezzel szemben a romlas/kérokozok nem
befolyasoltak a tejsavbaktériumok aktivitdsat. B. cereus esetében hasonldéan alakultak a
csiraszamok, akér vegetativ sejtekkel, akar sporadkkal oltottam be a tejsavbaktériumokkal
egylitt a tapkozeget. Megfigyeltem tovabba, hogy a beoltastol szdmitott 4-8 ora elteltével a
tapkozegben a B. cereus sporaképzése megindult. Ez arra hivta fel a figyelmet, hogy - bar
érvényesiilt a tejsavbaktérium baktericid hatdsa a B. cereus vegetativ sejtjein - teljes
eliminacido nem kovetkezett be, mivel a sejtek spora allapotba ,,menekiiltek” a kedvezdtlen
koriilmények kozott. Eltéréen a L. lactis PCB tapkozegben megfigyelt bakteriosztatikus
hatdsatol, a B. cereus-t nem gatolta jelentdsen tejben. Ezt elsdsorban a tej pufferolo
képessége, valamint a PCB tapleveshez képest tdpanyagokban gazdagabb volta magyardzta. A
legjelentdsebb gatlast az E. coli esetében tapasztaltam csicsoOkalében. Raadasul ez a gatlas
valddi volt, tekintettel arra, hogy az E. coli nem képez sporakat. A tejsavbaktérium hatdsan
kiviil ebben részben szerepe volt a szuboptimalis szaporoddsi homérsékletnek is, hiszen

enteralis baktérium 1évén az E. coli optimalis szaporodasi hdmérséklete 37°C koriili.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Meghataroztam 3 baktériumtorzs (Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, P. fluorescens 111
P 13a, L. monocytogenes LM6) fiiggdleges fém feliilethez valo tapadoképességét és
megallapitottam, hogy jelentésen eltér (0,1-10%). A fém feliilethez valod tapadast
befolyasolta annak helyzete, fiiggéleges feliiletre a Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

tapadasa kisebb volt, mint vizszintesre.

2. Vegyes tenyé€szetben vizszintes fém feliilethez valo tapadas esetén megallapitottam,
hogy a Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus eldsegitette a vizsgalt romlést-okozo6 illetve

korokoz6 torzs kitapadasat.

3. EIS szovethez valo kitapadast vizsgalva megéllapitottam, hogy a Lb. casei subsp.
pseudoplantarum 2749 torzs az E. coli Bayl00 torzs megtapaddsat nem, vagy nem

lényegesen akadalyozta, de a kitapadt sejtekre baktericid hatast fejtett ki.

4. Eredményeim alapjdn megallapitottam, hogy a tapadds-vizsgélatokra altalanosan
elterjedt modszerek nem elég érzékenyek egzakt, kvantitativ dsszehasonlitasokhoz. A
valés helyzet jobb megismerése érdekében parhuzamosan tobb kimutatdsi modszer

alkalmazasa adhat csak realis képet.

5. Folyékony tapkozegben a Lc. lactis subsp. lactis CCM1881 gatlo hatést fejtett ki B.
cereus T vegetativ sejtekre, azonban nem akadalyozta a spora kicsirdzasat, illetve a

sporaképzést. Gazdagabb tapkozegben (tej) a gatlo hatas mérsekeltebb volt.
6. Az E. coli Bay100 jol gatolhat6 volt Lb. casei subsp. pseudoplantarum 2749 torzzsel

csicsokalében, a gatlas valtozatlan mértékben fennmaradt hiitdszekrény

homeérsékleten.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Vizsgalataim sordn filiggbleges ¢&s vizszintes helyzetli rozsdamentes acél feliileten
tanulmanyoztam a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Pseudomonas fluorescens €s a
Listeria monocytogenes tapadasat (a biofilm képzddés elsé fazisa), és megallapitottam, hogy a
tejsavbaktériumok esetében a tapadas mértékét befolyasolta a vizsgalt feliilet helyzete:
fiiggbleges feliilet esetében a tapadds ¢és vizsgalata nehezebb volt, és ritkdn adott
reprodukalhaté eredményeket. A jelenség oka valdsziniileg az lehetett, hogy a nagy méretd,
nem motilis Lactobacillus sejtek kiiilepedtek a szuszpenzidobol. A természetben mind
fiiggbleges, mind vizszintes feliileteken eléfordul biofilm képzddés. Ebbdl addddan —
tekintettel a megfigyeléseimre — javasolt, hogy biofilmek tanulméanyozésara beallitott modell-
rendszerekben mind a fliggéleges, mind a vizszintes feliiletek bakteridlis kolonizacidja

vizsgalat al4 keriiljon, igy a biofilmképzddésrdl atfogobb képet lehet alkotni.

Rozsdamentes acélhoz torténd versengd tapadads esetén megallapitottam, hogy a vizsgalt
tejsavbaktérium torzs nem gatolta, hanem ellenkezdleg, eldsegitette a P. fluorescens és a L.
alkalmazott, tdpanyag-mentes kornyezetben a tejsavbaktériumok nem tudtak novekedni és
ezért antimikrobas anyagokat sem termeltek, amelyek visszaszorithattdk volna a karos
mikrobdkat. Tapanyagszegény koriilmények — legalabbis atmenetileg — gyakorta el6fordulnak
az ¢lelmiszeripari feliileteken, emiatt a gazdag tapanyag-ellatottsagot igényld
tejsavbaktériumok hatranyba keriilhetnek, és nem képesek betolteni szerepiiket a bioldgiai
védekezésben. Ebbdl addddéan javasolt — a tdpanyagokban gazdagabb kornyezethez
alkalmazkodott torzsek helyett — az adott ilizemek feliileteir6l, az ott wuralkodo
korilményekhez mar alkalmazkodott torzseket izoldlni és ezek kozil kivalasztani a

potencialis biokontroll szervezeteket.

Harom baktériumtorzs bélhamsejtekhez valod tapaddsanak vizsgélata sordn megallapitottam,
hogy a tapadd baktériumok kimutatdsara alkalmazott modszerek (tenyésztéses ¢&s
mikroszkopos vizsgélat) — kisebb-nagyobb mértékben — eltérd eredményeket adtak. Az eltérés
hatterében jelen esetben a baktériumok aggregatum-képz6 hajlama allhatott. A valds helyzet
jobb megismerése érdekében ezért parhuzamosan tobb kimutatasi modszer alkalmazasa
javasolt. Célszeri lenne olyan moédszer(ek) kidolgozasa is, amely(ek) in situ vizsgalatokat

tesz(nek) lehetdveé az €lelmiszeripari tizemekben.
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Folyékony tapkdzegben Lc. lactis subsp. lactis és B. cereus T versengd szaporodasanak
vizsgélata soran megallapitottam, hogy a tejsavbaktérium gatlé hatast fejtett ki a korokozo
vegetativ sejtjeire, azonban nem akaddlyozta a spora kicsirdzasat, illetve a sporaképzést. A
tejsavbaktérium elszaporodasaval kialakulo kedvezodtlen koriilmények hatidsara a B. cereus
spora allapotba “vonult vissza”, €s ezaltal nem kovetkezett be a korokozo teljes eliminacioja.
B. cereus jelentds problémakat okozhat a tejiparban, mivel a pasztér6zés nem pusztitja el a
sporakat, amelyek kedvezd koriilmények koz¢ keriilve gyorsan kicsirdznak és elszaporodnak a
tejben. Eredményeim ugyanakkor arra engednek kovetkeztetni, hogy a tejsavas fermentéacio
soran képz6do anyagcesere-termékek fenntartjak a kedvezdtlen koriilményeket, amelyek kozott
a sporak nem képesek kicsirazni. Ebbdl a szempontbdl jelentds szerepe van annak, hogy a

fermentacid minél gyorsabban végbemenjen a nyersanyagban.

Folyékony tapkodzegben Lb. casei subsp. pseudoplantarum és E. coli Bay100 térzsek versengo
szaporodasanak vizsgalata alapjan megallapitottam, hogy a tejsavbaktérium, bar hatékonyan
gatolta a korokozot, nem okozott teljes eliminacidt az E. coli populdcidban a vizsgalt
id6tartamon beliil. A gatlds mértéke késdbb valtozatlan formaban maradt fenn hiitdszekrény
hémérsekleten. Ezek az eredmények arra hivjak fel a figyelmet, hogy a tejsavbaktériumok
alkalmazéasa 6dnmagaban nem jelent teljes biztonsadgot e korokozokkal szemben. A kockazat
csokkentése érdekében tovabbra is fontos szerepe van a higiéniai szabalyok szigora

betartdsanak €s az alapanyag pasztorozésének.
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