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BEVEZETES

A patogén baktériumok, valamint toxinok okozta miiskzer eredét megbetegedések
vilhgszerte egyre novekv probléméat jelentenek. Az élelmiszereket szenéiyez
mikroorganizmusok altalanos szennyeegsi forradsokbdl, mint példaul a talajbol, wbgb
leveg@bdl illetve a helytelentil tisztitott feldolgozo eszkikrol, berendezéseél szarmaznak,
az élelmiszerlanc egészén, a “féldta villdig” barmely ponton eéfordulhatnak.
A patogének géatlasa és eltavolitdsa, valamint &artledtosdg novelése érdekében az
élelmiszeripar szamos eljarast énmagaban vagy masasokkal kombinaltan alkalmaz
illetve fejleszt ki. llyen eljarasok példaul asrhérséklet novelése vagy csokkentése, a
gazosszetétel megvaltoztatasa a csomagolason bekilgarzas alkalmazasa, a vizaktivitas
csokkentése, a pH csoOkkentése, az oxigén eltésa)itvalamint bakteriocinek és
tartositészerek alkalmazasa. Az élelmiszer etegeatogének tartositd eljarasokra illetve
stresszt kivaltd tényékre adott stressz valaszai kiemelt figyelmet érdeate Szamos
stresszhatds nagyobb tulélési aranyt, megnovekedittlenciat, vagy akar tobb
stressztényéwel szembeni keresztvédelmet eredményezhet.

A hékezelés még mindig az ipar altal leggyakrabbanl@mi&aott élelmiszer tartositasi eljaras
€s egyuttal a legrészletesebben vizsgalt stresszimatA szubletalisdstressz (bsokk) vagy

a hokezelést megék6, de az optimalis szaporodasbinnérséklet feletti enyhe 6kezelés
megnovekedettdiiirést idézhet élaz azt kovet — normal korilmények kozott letalis hatasu
— hokezeléssel szembdfzt a fajta stressz valaszt a szakirodalom induidiliréesnek nevezi,
melynek gyakorlati jeleisége az élelmiszer &lllitok szamara abban az esetben kiemelt,
amennyiben 6% alatti ltomérseékletet alkalmaznak a feldolgozas, tartosithans Azon
hasipari termékeknél, ahol a termék hosszabb idkimelegit talcakon a végshokezelés,
vagy Ujramelegités &, a rotirésnek nagy szerepe lehet. dkbzelési eljaras soran feligp
probléma (berendezések meghibasodasa) szititéréhkt indukalhat.

A Listeria monocytogenesa természetben altalanosan elterjedt baktériunmy smamos
stresszel (melegités,iteés, so6zas, pH csokkentése) szemben genetikaildgltktilélési
mechanizmussal rendelkezik. 6stresszre adott vdalaszainak, valamint megndvekedett
hétiirésének a fogyasztasra kész, un. Ready—To-Eatisierak esetében van jelésége,

kulonds tekintettel arra, hogy a patogén altal okibzalalozasi arany igen nagy.



CELKIT UZESEK

Doktori munkdm soran &. monocytogeneszubletélis tstresszre adott valaszainak jobb
megertéseétiztem ki célul. A munka részeként szintén célom adlt monocytogenegiss
termékeken tortéh elszaporodasanak gatlasa érdekében kis dozisu gasugarzas és a

modositott atmoszféras csomagolas kombinélt alkedsénak vizsgalata.

Kutatbmunkam alapfeltevése az volt, hogl.amonocytogeneszubletalis Bstresszre adott

rendelkezik. Ennek alatamasztasa erdekében a lgrietiélok megvaldsitasat hataroztam
meg:
1. L. monocytogenefiss termékeken torténszaporodasanak gatlasa érdekében a kis

dozisu y-sugarzas €s a modositott atmoszféras csomagolasP)(Mkombinalt

alkalmazhat6saganak vizsgalata
2. L. monocytogeneszubletalis Bistresszre adott fiziologiai valaszainak megértése

3. L. monocytogenesszubletalis H#stresszre adott valaszainak tanulmanyozasa

transzkriptom szinten

4. L. monocytogenesszubletalis Hstresszre adott vélaszainak megértése proteom

szinten.
ANYAGOK ES MODSZEREK

Mikroorganizmusok A vizsgalatokba kétListeria monocytogeneddrzset vontam be.

Az avirulens (eredetileg husipari termékizolalt) L. monocytogenedab térzset (No. 10)
munkam el§ felében, a gamma sugarzasos ésotiirés vizsgalatok soran alkalmaztam.
A virulensL. monocytogene&ATCC 43256 torzs 60°C-os (dezeléssel és @tezelés nélkil)
hokezelésre adott valaszainak fizoldgiai, transzkrptés proteom sziiitvizsgalatait a
Texas A&M Egyetemen (USA) végeztem el. Ezzel azsiet tanulmanyoztam a patogéd, él

de nem tenyészthe{Viable But Non-Culturable, VBNC) allapotét is.

Frissen szeletelt termékek és a moddositott atm@szfésomagolasi (MAP) feltételek

A friss lucerna és retek csirakat a helyi bio-ballttzereztem be Budapesten. Ot-6t gramm

lucerna illetve retek csirat CombiTherm80 tipussakda csomagoltam, majd két kiléndoz



gazosszetétellel toltottem meg azokat: 1. gazostete2% oxigen, 4% CH 94% N) és
2. gazosszetétel (3-5 % oxigén és 10-15%,@frogénnel kiegyenlitve).

Besugéarzasi feltételekA besugarzasos kisérleteket 1 kGy és 2 kGy sogéshl,

NORATOM CdJ° gamma sugarzé berendezéssel (Radiobiolégiai téBedapest)
szobalbmeérsékleten végeztem el. A-sugarzas dozisteljesitménye 6,47 kGy/h volt.

A besugarzast kovétn a mintakat 5 °C-on taroltam.

D-értékek meghatarozas# vizsgalatba vont 24 0Oras tenyészetet centrlfagg majd
foszfat pufferben kétszer mostam, ezt kéeat a sejteket TSB (Tryptic Soy Broth)
taplevesbe, mint dkezeb kdzegbe vettem vissza. Az igy nyert szuszpenzjipeBdorf
csovekbe mértem. A mintakat 6mérséklet-szabalyozds, cirkulaltatott vizfbinen
hokezeltem 55°C-on (10, 20, 30, 40, 50 és 60 peréi@)C-on (3, 6, 9, 12, 15 és 18 percig)
€s 65°C-on (1, 2, 3, 4, 5 és 6 percig). Az 55°C&ffiC-on és 65°C-on kapott D-értékeket a
tulélési gorbék linearis szakaszara illesztett aggekiél hataroztam meg.

Megndvekedett drezisztencia vizsgalatah szubletalis Bstressz vizsgalatanal alkalmazott
id6-hémérséklet kombinaciok a kovetkidez voltak: 46°C (30 és 60 perc), 48°C (30 és
60 perc), és 50°C (30 és 60 perc). A korabban kapeértékek alapjan a tovabbi
kisérletekhez a 60°C-ogkezelést valasztottam ki. A mosott, majd TSB tagsbe felvett

sejtek szuszpenzidjanak azonos mennyiségeit afBlitett szubletalisdstresszeknek tettem
ki, majd ezt kdveten a mintdkat azonnal BD-os vizfurdbe helyeztem at, ahol 3, 6, 9, 12 és
15 percig végeztem adkezelést. A bkezelést kovéien a mintakat jégenikbttem, majd
tizedeb higitasi sort készitettem pepton-so6 (0.85 %) tdtlad leoltasokat TSA (Tryptic Soy
Agar) agaron, valamint 5% NaCl-dal kiegészitett T@garon végeztem el. Korabbi,
szakirodalmi adatok alapjan azt feltételeztem, haggérilt sejtek érzékenyek az 5% NacCl
koncentraciéval szemben, igy a TSA agarrol, valanainTSA+NaCl agarrol leolvasott

ertékek kulonbségébkovetkeztettem a sérlt sejtek aranyara.

VBNC AallapotdL. monocytogenetanulmanyozasaA virulens L. monocytogene§ATCC

43256) sejteket a mar korabban leirt médon mostaajd Luria Bertani (LB) taplevesbe
vettem vissza. A szuszpenzid azonos mennyiségeeritorf csovekbe mértem a kiloénb6z
hokezelésekhez. A dkezeléseket kalibralt vizfuétben végeztem el, harom kisérleti
elrendezésben. Adkezeléseket kovéen a mintédkat centrifugaltam, mostam, majd steril
desztillalt vizbe vettem vissza. Az életképesséniroszkopikusan, valamint fluorométer

segitségével hataroztam meg. A sejteket a kerelshiettwgalomban kaphaté LIVE/DEAD



BacLight™ fluoreszcens festékkel vizsgaltam. A fleercens spektroszkdpias
vizsgalatokhoz frissen készitett, két festéketatarhzé oldatot hasznéltam, amelyet a
96-férhelyes microtiter lemez dkezelt mintdkat tartalmazé cellaiba pipettaztamt ez
kovetben 15 percig soOtétben inkubaltam. Az inkubacié$ ietelte utan a mintak
fluoreszcenciajat két hullamhosszon s{A €s Asss) mértem fluorométer segitsegével.
A zold/piros fluoreszcencia értékek aranyat/MR (Asss/Aeszs) minden egyes mintara nézve
meghataroztam. A direkt mikroszképos vizsgalathomiatakat ebzetesen a két festéket
tartalmazo6 oldattal festettem, majd inkubaltam. iAgalatokat fluoreszcens mikroszképpal
vegeztem el, a képeket a mikroszkophoz csatlalaiztatagy felbontasu CCD kamera
segitségével rogzitettem. Az6é&s holt sejtek aranyat képanalizis segitségévardmam
meg, ahol a z6ld (&) sejtek és a piros (holt) sejtek aranyat a zoldigss pixelek szamanak
hanyadosabol hatdroztam meg. A z0ld és a piroslghiee 100-as pixel intenzitas felett

fogadtam el, kdvetkeztetve eldlaz eb és holt sejtek szamara.

Microarray analizisA virulens L. monocytogenefATCC 43256) torzs éstressz hatasara

eltében expresszaldédott génjeinek azonositasara miaspatechnikat alkalmaztam.
A vizsgalatokba négy dkezelési paramétert vontam be: (i)°37(kontroll), (i) hdsokk
(60°C, 0 perc), (iii) 60C-0s 9 percesdkezelés, valamint (iv) dtirést indukalo feltételek
(48°C-0s 30 perces enyhédtressz és 68C-os 9 percesdkezelés egylttes alkalmazasa);
a hokezeléseket kalibralt vizfuéthen valdsitottam meg.

RNS extrakcidé, cDNS szintézis, hibridizacio és auhlizis Az 6sszes mikrobialis RNS
extrakcidja a Bkezelt mintakbol kereskedelmi forgalomban kaphatdSRextrakcids kit
segitségével tortént. A cDNS szintézis, a jeloka @ibridizacié a The Institute of Genomic
Research (TIGR, USA) intézet altal leirt protokalapjan tortént, kisebb modositasokkal.
Az Osszes RNS reverz transzkripcioval cDNS-sé nértézintéziséhez random primert
hasznaltam. A mintdkbdl nyert, tisztitott cDNS-t -8yés Cy-5 festékekkel jeldltem.
A kezelésbl szarmazo és a kontroll minta jel6lt cDNS-Et monocytogenegienom
microchiphez hibridizaltam (cDNA chip 2846 nyitoleolvasasi kerettel, ORF-enként
4 ismétbdo hellyel). A hibridiz&ciot egy éjszakan kereszdR°C-on végeztem, ezt koven

a lemezeket mostam, majd 532 nm-en (Cy3) és 63®miCy5) szkenneltem. A négy-6t
kisérletl®l szarmazo adatot (a méréseket kezelésenként 4hbizzanosban végeztem el, a
festékek cseréjével) @etesen datem a pontok mibségét tekintve (jel egységessege, jel-
hattér arany, intenzitdas hatarértékének figyelerétedével). Ezt kdovéen az adatok
normalizaldsa és a szignifikancia meghatarozaséntomeg. A kulonbdzkezelések hatasara



eltéen expresszalodott gének azonositasa Student-fészttel tortént, valamint a hamis
taladlati arany (False Discovery Rate, FDR) is mé@loaasra kertlt. Azokat a géneket
tekintettem eltéfen expresszalddottnak a kezelt és a kontroll mikiaott, amelyek
FDR<0,05 értekkel rendelkeztek.

Fehérjeanalizis A virulens L. monocytogenes(ATCC 43256) tdrzs vizsgalataval

tanulmanyoztam a patogérdstresszre adott fehérje sZintalaszat a négy, mar korabban
emlitett kisérleti feltétel alkalmazasaval. A fgb#rakciok kinyeréséhez kereskedelmi
forgalomban kaphatdé kitet hasznéltam szonizalaséal ultraszonikus sejtroncsolo
kombinalasaval. A fehérjét ezt koven tisztitottam, majd meghataroztam a koncentratiok
Az elsy dimenzids elektroforézisnél az izoelektromos f@élgs 7 cm-es és 11 cm-es IPG
csikok segitségével tortént, lineéris feszultséghé@ds (24.000 V-h illetve 56.000 V-h végs
feszlltség) mellett. A masodik dimenzids elektréfist 10% SDS—poliakrilamid
gélelektroforézis (PAGE) gél alkalmazasaval vatitdm meg. A fehérjemintazatot
kereskedelmi forgalomban kaphato festék segiségéttem szabad szemmel lathatéva és az
igy kapott gélbl tortént a fehérjék kivagasa.

Adatanalizis A gélek szkennelése és elemzése kereskedelmaléonipan kaphaté szoftver
segitségével tortent. Aobktressz hatasara kialakult fehérje mintazat tamyo@asa a
kontroll (kezeletlen) minta fehérje mintazatanalszivetésével tortént meg; a kisérletbe
bevont kezelések a kdvetkdz voltak: (i) 60°C, 0 perc, (i) 60°C-0s 9 perceskbzelés,
valamint (iii) 48C-os 30 perces enyhesdiressz és 6C-os 9 perces dkezelés egylttes
alkalmazasa. Kizarélag azok a pontok kerultek toudlALDI-TOF azonositasra, ahol a pont
intenzitdsa +1,5-szeres kilénbséget mutatott.

MALDI-TOF azonositasA kivalasztott fehérjéket a gélb manuélisan vagtam ki, majd
tripszinnel emésztettem. Az emésztett mintakat imakozvetitésével vegzett lézer
deszorpcios ionizacionak (MALDI) vetettem al4d. Azgyes fehérjékre vonatkozo
tomegspektrometrias (MS) adatokat reflexios detedsgpontonként 20 tandem MS spektrum
alkalmazasaval hataroztam meg. Az 6sszes MS és BlaMatot kereskedelmi forgalomban
elérheb szoftver segitségével a Swiss-Prot fehérje szakaendatbazisbol kértem le.
A MALDI-MS adatok reprodukalhatésaganak igazolasdekében 10 fehérje analizisét

megismételtem.



EREDMENYEK

Kis dozisu y-sugarzas és MAP hatasanak vizsgalata friss teknd@t@rthatbsaganak

novelésére, Listeria monocytogenegsulélésének és szaporodasidnak tanulményozasara:

A modositott atmoszféras csomagolasu retek ésrnacesira kezdeti 6sszes mikrobaszama
(az 1.6s a 2. gazosszetétel mellett egyarant) nzetjkdeg 10 TKE/g volt. A baktériumok
nagy része az Enterobacteriaceae csaladba tartozott. A tejsavbaktérium szam
2 nagysagrenddel nagyobb volt retek csirdn. A 1@osia 5°C-os tarolas soran
(a csomagolasban meigh CO, tartalomnak kdszonhign) a tejsavbaktérium szam egy
nagysagrenddel att, mig azEnterobacteriaceaesszam nem valtozott. Az 1. gazosszetétel
hatékonyabbnakiint a mikrobaszam csokkentésében. A 2. gadzisszei@telcsokkentette,
de nem is novelte a kiindulasi mikrobaszamot. A osdbtt atmoszféras csomagolas (MAP)
€s a gamma sugarzas (1 és 2 kGy) kombinalt alka@isaazstkkentette a lucerna és retek
csira 0sszes mikrobaszamat ésEamerobacteriaceaeszamot.A L. monocytogenegab
Dig-értéke 0,58 kGy volt az 1. gazdsszetétes 0,45 kGy a 2. gazosszetétebkomagolas
esetén. A kis dozisi gamma sugarzas kevé#hé hatékonynak az 1. géazosszetétel
csomagolas mellett, a kontrollhoz képesiyfD,46 kGy). AL. monocytogeneképes volt
szaporodni MAP csomagolasban, 1 kGy sugardozis Inaskaasat kovéen; szama

2 nagysagrenddebit a hitve tarolas soran.

Megndvekedett $rezisztencia vizsgalataA L. monocytogeneglab D-értékeit 55°C-on,
60°C-on, és 65°C-on a kovetkémek hataroztam meg: 15,19 perc’%R93), 3,03 perc
(R°=0,98) és 1,29 perc (R0,947). A 30 illetve 60 perces szubletaligrtérsékleten tortént

kezelés a D-érték novekedését idézte @°C-on. A RQg-érték 468C-0s, 30 perces enyhe
hostressz  kovetkeztében 5,24 percnek, 60 perces enystressz kovetkeztében
16,18 percnek adodott. Hasonloképpen &C48s 30 perces és 60 perces szubletébsréssz
hatasara a §g-érték 6,72 perc és 14,83 perc; 50°C alkalmazastemesl3,88 perc €s
11,16 perc volt. AL. monocytogeneglab [brezisztencigjaban novekvtendencia volt
megfigyelhebd a 46C, 48C és 50C homeérsékleten alkalmazott 30 perces szubletalis
hostressz esetén. Az BD-os, 30 percesdstressz a By-értéket 5,24 perér (46°C, 30 perc
hostressz) 13,88 percre novelte. A 60 perdegtrlssz azonban mar csokkentette a baktérium
talélését. Osszehasonlitva a°@eos 60 perces, valamint az°&os 60 perces szubletalis
héstressz eredményezte s2rték novekedést, csokkintendencia volt megfigyelh&t

(16,18 perafl 11,16 percre). A szubletali$istressz sérilt. monocytogenesejtek jelenlétét



is eredményezte (tekintve a TSA és a NaCl-dal ldeigétt TSA taptalajon tortént tenyésztés
eredmeényeit a £4&, 48 C és 50C hsmérseékleten alkalmazott 30 illetve 60 perces szélide
hostressz esetén). Szignifikans kulonbség volt meggfigett a telepkép& egységek
szamaban, attol fugen, hogy azt a TSA lemezékrvagy a NaCl-dal kiegészitett TSA
lemezekél olvastam le. A direkt 60C-os Ibkezelést kovéen az 5%-ban NacCl-ot is
tartalmazd TSA lemeze#d; valamint a TSA lemezeét leolvasott értékek k6zott nem volt
kilénbség.

Hostressz  hatasara  kialakult VBNC allapotli. monocytogenestanulmanyozasa:
A L. monocytogene®ATCC 43256 torzs D-érteke 55°C-on, 60°C-on és 66ACrendre
17,39 perc (R=0,95), 3,74 perc (0,96), 3,15 perc (0,89) volt. A 48°C-os, 30 perces
szubletalis Bmeérsékleten tortént kezelés a D-érték novekedésdértd e 60°C-on,

a Dso-érték a virulend.. monocytogenessetében 3,7 pefdr4,6 percre Gtt. A 60°C-0s

9 perces bkezelés 2 log< (~99%) csokkenést mutatott a tengésg vizsgalatok alapjan.

A 60°C-os 9 perces dkezelést megéké 48°C-os 30 perces enyhedKezelés
eredmeényeképpen <2 log (99%) csokkenés volt megifigy. SzignifikAdns kilonbség
mutatkozott a tenyésztéses vizsgalattal és a LeadDBacLight™ fluoreszcens festési
modszerrel végzett, direkt életképességi vizsgdl&apott eredmények kozott. A €D-os

9 perces bkezelés hatasara szinte a sejtek 100%-a életkdpesuetkozott fluoreszcens
spektroszkopia alkalmazasaval, mig fluoreszcensrasakdpos vizsgalattal ez az érték
minimalis csokkenést mutatott (1,03%)6tkrést indukald feltételek (4€-os 30 perces
enyhe ldstressz és 6C-os 9 percesdkezelés egylttes alkalmazasa) esetén a mikroszképos

vizsgalattal 0,91% csokkenés volt tapasztalhaletképességben.

L. monocytogendgsistressz hatasara kialakult génexpresszidés mintdagatanulmanyozasa
A vizsgéalatok soran: (i) dsokk (60C, O perc) hatasara a 6347 génl®l (1,4%)

expresszalodott eli®en, 55 gén aktivaldédott és 36 gén volt gatolt, G’C 9 perces
hokezelés hatasara a 6347 g@nBO expresszalddott eltegn (1,2%) (g0.05), 20 gén
aktivalodott és 60 gén volt gatolt, (iiiptiirést indukalo feltételek (48-os 30 perces enyhe
hostressz és 6C-os 9 perces dkezelés egyittes alkalmazasa) hatasara 71 gén )(1,1%
expresszalodott eltéen, 17 gén aktivalodott és 54 gén volt gatolt. gtdbb aktivalt gén (az
adott kezelésre nézve elién expresszalodott gének 60%-&¥dkk hatasara (6C, O perc)

volt megfigyelhed, szemben a gatolt génekkel, amelyek 80360s 9 perces dkezelés

esetében az 6sszes elr expresszalddott gén 75%-at;@s 30 perces enyhésiressz



€s 60C-os 9 percesdkezelés egylttes hatdsa esetén a 76%-ot tetteikddsbze tiz gén
expresszalodott mindharom kezelésnél. Egyetlen @@potetikus fehérjét kddold gén,
amelynek funkci6ja ismeretlen) volt kozés a°Gs 9 perces dkezelés és a dnirést
indukal6 feltételek (48C-os 30 perces enyhedsiressz és 6C-os 9 perces dkezelés
egyuttes alkalmazasa) esetén, bar ez a g&mést indukald feltételek mellett aktivalt, mig a
60°C-0s 9 perces dkezelés esetében gatolt volt. A tdbbi 9 gén hasadpresszids

mintazatot mutatott minddsokk (60C, 0 perc), mind a 6C-os 9 percesdkezelés esetén.

L. monocytogenekdstressz hatasara kialakult fehérje expresszidésamatdnak vizsgalata

A vizsgalatok soran szoros vagasi értéket valasatoa pontos fehérje azonositas érdekeben,
kizarélag a 95%-< konfidencia intervallumbaé efghérjéket azonositottam, a konfidencia
intervallumon kivil e$ fehérjeket nem tekintettem azonosithatonak. @&okk (60C,

0 perc), 60C-o0s 9 percesdkezelés, valamintdtirést indukalo feltételek (4€-os 30 perces
enyhe léstressz és BC-os 9 perces dkezelés egyilttes alkalmazasa) hatasara 0sszesen
47 eltében expresszalodott (+1,5-szetesltérés mellett) fehérjéb 24 fehérje nem volt
azonosithaté az altalam alkalmazott technikavaefmyolc fehérje expresszalddott eltbdr
hésokk (60C, 0 perc) hatasara (6 tulexpresszalodott, 12 esiilkk expresszaldodott);
a 18 fehérjél 6 nem volt azonosithato. Az egyik fehérje, a Grapin GroEL
(hésokkfehérje) mintegy 4-szeresen csokkent expressmidtatott. A 60C-0s 9 perces
hokezelés 21 fehérje elt@expressziojat eredmeényezte (12 tulexpresszald@asokkenten
expresszalddott), az egyik azonositatlan fehéie9(&Da) 6,8-szorosan tulexpresszalédott.
A 48°C 30 perces enyheosstressz alkalmazasa a°6) 9 perces dkezelést megékéen

20 fehérje (10 tulexpresszalodott, 10 csokkentepremszalddott) eltdr expressziojat
eredmeényezte; az egyik azonositatlan fehérje (R®a) 12-szeresen tulexpresszalodott.
Egyetlen 50 kDa molekulasulya fehérje volt kézésharom kezelés sordn eléén
expresszalddott fehérjék kozil; a 60°C, 0 perc @@-os 9 percesdkezelés soran eli@en
expresszalodott fehérjék kozott egy kdozos sem tatdihatd. Egyetlen fehérje, a szénhidrat
transzportban és metabolizmusban szerepet jatszgatoral,6-difoszfat aldolaz
tulexpresszidja volt megfigyelhietmind hsokk (60C, O perc), mind &tirést indukalo
feltétel mellett. Nyolc fehérje (19 kDa és 62,5 kDelekulasuly kdz6tt) mutatott eltér
expressziot étirést indukalo feltétel és 80-os 9 percesdkezelés mellett is, bar egyik sem

volt azonosithat6.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A modositott atmoszféras csomagolas (MAP) és a Y g@nma ¥) sugarzas kombinalt
alkalmazasa csokkenti a friss lucerna és retela ésimészetes mikrobiotajat, noveli a
mikrobioldgiai biztonsagot és hosszabb eltarthajésaeredményez. AlListeria
monocytogenedgab D-értéke lucernacsiran 0,46 kGy 3-5% @0-15% CQ, No—vel
kiegyenlitett Iégtérben, mig 2%,1% CQ, 94% N gazosszetétel mellett 0,58 kGy.

2. Megédllapitottam, hogy a szubletdlishatds megndvekedettétezisztenciat okoz a
vizsgaltL. monocytogenesirzsek (4ab és ATCC 43256) esetében. A 48°C, 36epe
enyhe lbstressz megnovekedett rezisztenciat eredményez&®°@-os kbkezeléssel
szemben L. monocytogenes4ab és L. monocytogenesATCC 43256 esetében.
A L. monocytogenedab Qy-értéke 3,03 perét 6,72 percre, &. monocytogeneATCC
43256 Ro-értéke 3,74 perét 4,55 percre étt.

3. Vizsgalataim alapjan bizonyitast nyert, hogy a $ztidtis F6stressz a direktdnatashoz
képestListeria monocytogenben eltéé génexpressziot okoz. Az optimaliérhérsékleti
koérilményekhez (3TC) viszonyitva tisokk hatasara (8C, O perc) d.. monocytogenes
transzkriptomban 55 gén aktivalasa volt megfigy#lhé 60°C-os 9 perces dkezelés
20 gén, a 48 30 perces enyhedstressz alkalmazédsa a°6) 9 perces dkezelést
megebzéen 17 gén aktivalasat eredmeényezte.

4. Elsdként igazoltam, hogy a szubletéli§nhérséklet (48°C, 30 perc) egyedistresszel
torzsben. Tizennyolc fehérje eldén expresszalodott 60°C, 0O perc hatdsara;
a 60C-os 9 percesdkezelés 21 fehérje, a 4B 30 perces enyhe&stressz alkalmazasa a
60°C, 9 perces tkezelést megékéen 20 fehérje eltérexpresszidjat eredményezte.

5. Megdllapitottam, hogy a.. monocytogeneATCC 43256 szubletalis dmérsékleti
feltételek mellett képes &l de nem tenyészthiet (VBNC) formava alakulni.
A 60°C, 9 perces dkezelést megéks 48C 30 perces enyhedstressz hatasara
tenyésztéses modszerrel a sejtek csupan 1 %-anikigszkoépos maodszerrel tobb, mint

99%-a bizonyult életképesnek.



JAVASLATOK

1. Tovébbi vizsgalatok sziikségesek a friss termékekasifott atmoszféras csomagolasi
feltételeinek optimalasara annak érdekében, hogAR alkalmas legyen az esetlegesen
tuléls patogenek - mint példaulla monocytogenesszaporodasanak gatlasara a tarolas

soran.

2. Hokezelt élelmiszerek. monocytogeneszennyezettségének meghatarozasakor kilonos
figyelmet kell forditani a tapktzeg megvalasztastbol a célbdl, hogy kikliszoboljuk a
VBNC allapotban lé¢ mikroorganizmusoknak tulajdonithatd félrevémst alacsony

mikrobaszamot.

3. Eredményeim alapjan megéllapithatd, hogy a jelerlégjeria fajok detektaldsara
alkalmazott tenyésztéses modszerrel szignifikansdabecsiulhét az éb patogéen
baktérium szama dkezelt termékekben. Ezért tovabbi célzott (éleleismintakban
végzett) kisérletekre van szikség Llasteria monocytogenesVBNC allapotanak
megértése, valamint a VBNC A&llapotban dlésejtek detektalasara alkalmas modszer
kifejlesztése érdekében.

4. A Listeria monocytogenddilonbo® tartositasi eljarasok hatasara specifikus valtlzits
mutathat a patogenitasi funkciéban, virulenciabagyfenotipusosan. Ezek funkcionalis
genomikai, valamint proteomikai hatterének jobb éreEse segithet hatékony Uj
technoldgiak tervezésében.

5. A microarray, valamint a proteomikai kutatasokhagpssolodo prediktiv modellezeés,
bioinformatikai eszkdztk alkalmazasa nagyban setith Listeria monocytogenes

tartosité eljarasok soran bekovetééikoldgiai valtozasainak megértésében.
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