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1. BEVEZETES

A palackozott forrds- és dasvanyviz fogyasztds szerte Eurdpdban, igy hazankban is jelentds
emelkedést mutat az elmuilt 10 évben. A fogyasztok novekvé mennyiségi igénye az egyre
tudatosabb fogyasztéi magatartdssal a mindségi igények emelkedését is magaval hozza. A széles
védlaszték biztositdsa mellett igen fontos az élelmiszerbiztonsigi és érzékszervi szempontbdl is
kifogéastalan termékek biztositdsa a piacon. Az érvényes magyar jogszabaly (65/2004. (IV. 27.)
FVM-ESzCsM-GKM egyiittes rendelet) a természetes forrds— illetve dsvdnyvizeknél nem
engedélyezi a mikrobioldgiai kezelések vagy tartdsitdsi eljardsok alkalmazdsat. A végtermék
Osszetétele egyes magas szénsavtartalmui termékektdl eltekintve nem bir gatld hatdssal a mikrobak
szaporoddsdra. Szdmos szakirodalmi adat beszdmol kiilonb6z6 mikrobdk szénsavas ivévizekben
A vizrendszerek mikrobioldgidjdnak egy viszonylag sokat vizsgdlt teriilete a biofilmek
elofordulasanak vizsgalata. A szakirodalmi adatok alapjan egyik legjelentdsebb biofilm képzéssel
biré baktérium faj a Pseudomonas aeruginosa, mely fakultativ patogén volta miatt is nagy
veszélyforrast jelent a forrds- illetve dsvanyviz palackozd iizemekben. Mds Pseudomonas fajok
gyartéteriileteken, berendezésekben vald megjelenése, biofilm képzése szintén silyos higiénés
problémét okozhat. Az altaluk képzett biofilmekbe mads, patogén mikroorganizmusok is
beépiilhetnek, igy akar az élelmiszerbiztonsagot is fenyegethetik. A kialakult biofilmek inaktivalasa
igen nehéz az antimikrobds szerekkel szemben kialakult nagyfoku rezisztencia valamint a biofilmet
alkoto sejtek altal termelt poliszacharidok (EPS) feliilethez valé erd6s tapaddsa miatt. A hatdstalan
fertétlenitd eljardsok utdn a feliileten maradt vékony biofilm réteg és a feliileten taldlhaté
tdpanyagok tjabb biofilm képzddését segithetik. A biofilm inaktivaldsanal tehat olyan médszert kell
taldlni, mely nem csak elpusztitja, de el is tdvolitja a feliiletrdl az ott kialakult biofilmet.

A palackozott forrds- és dsvanyviz gyartds mdsik, keveset vizsgélt teriilete a penészgombdk
eloforduldasa a palackozott ivévizekben. A fonalasgomba fajok bar szdmos alkalommal
kimutathatok a palackozott ivovizekben, jelenlétiik mindenképpen kornyezeti kontamindcidra utal.
A fonalasgombdk szénsavmentes dsvany- vagy forrdsvizben novekedni képesek, esetleges toxin
termelésiik illetve patogén, allergén penészgomba esetén puszta jelenlétik is egészségiigyi,
élelmiszerbiztonsagi kockazatot jelent. Az ivovizben jelenlévd fonalasgombdk az egészségkarositd
hatds mellett az ivoviz érzékszervi tulajdonsidgainak romlasat is okozhatjak, abban szemmel lathat
telepet képezhetnek rontva a termék megjelenését, ezzel nagyszami fogyasztéi panaszt okozva. A
penészgombdk a vizudlis megjelenés mellett kedvezdtlen aromaanyagok termelésével dohos,

fanyar, kesert illetve ,,sér iz jellegii izeltérést okozhatnak.



A természetes forrds- illetve dsvinyvizek gydrtdsa sordn tehdt kiemelt fontossdggal bir az
élelmiszerhigiénia és az élelmiszer-mikrobioldgiai rizikéfaktorok ismerete és ennek tiikkrében a
megfeleld megel6z6 tevékenységek (mikrobioldgiai monitoring, termék felszabaditasi és

figyelmeztetési hatarértékek felallitasa, hatékony és rendszeres tisztitas és fertotlenités) bevezetése.



2. CELKITUZESEK

Munkdam célja volt, hogy vélaszt adjak a forrds- és dsvanyviz gyarté ipardgnak arra a jelentds
gyakorlati kérdésére, hogy egyes, a jogszabalyi rendelkezésekbdl hidnyz6 mikroorganizmusok ipari
szempontbdl jelentds mikrobioldgiai illetve iizemhigiéniai kérdést jelentenek-e. Célom volt, hogy
Osszehasonlitsam a jogszabdlyokban szabdlyozott Pseudomonas aeruginosa jeletOségét a
palackozott forras-és dsvanyvizgyartds sordn egy olyan ipari izoldtummal, mely a mindennapos, a
Pseudomonas aeruginosa meghatirozdsara irdnyulé mikrobiolégia monitoring sordn keriilt
azonositdsra. Szintén céljaim kozé tartozott, hogy meghatdrozzam a Pseudomonas aeruginosa
biofilmek eltdvolitdsdnak lehetdségeit a gyakorlatban takaritishoz hasznélatos tisztité-fert6tlenitd
szerekkel. Célom volt az is, hogy a penészgombdk jelentOségét meghatdrozzam a palackozott

forras- és dsvanyvizekben.

A fentiek alapjan a részletes célkitlizéseim a kovetkezok voltak:

o Torzsgyljteménybdl szdrmazd Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 és viznyerdhelyrdl
izolalt Pseudomonas stutzeri CC B 21 vizszintes rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten,
tdpanyagban gazdag (BHI tdpleves) illetve tdpanyagszegény (szénsavmentes dsvanyviz)
kozegben val6 biofilmképzésének nyomon kovetése kiilonbdzé modszerekkel.

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 altal vizszines rozsdamentes acél (Wnrl.4301)
feliileten, tdpanyagban gazdag kozegben (BHI tipleves) képzett biofilmjének kiilonbozo,
kereskedelemben kaphat6 fertotlenitdszerrel valé inaktivdlasdnak illetve eltavolitdsanak
vizsgélata.

e Palackozott forrds- illetve 4svanyvizbdl izoldlt penészgomba torzsek (F. oxysporum CC F
36; C. cladosporoides CC F 50; P. chrysogenum NCAIM F 00837, A. fumigatus NCAIM F
00673) talélésének, szaporoddsdnak nyomon kovetése 12 4svdnyi anyag- és
szénsavtartalmaban kiilonb6z6 (6 szénsavas €s 6 szénsavmentes), kereskedelemben kaphaté
palackozott forras- és d4svanyvizben

e Szabad szemmel is l4thaté micéliumképzés (termékkarositds) nyomon kovetése 26 héten
keresztiil, 12 d4svanyi anyag- €s szénsavtartalmdban kiillonbozé (6 szénsavas €s 6

szénsavmentes), kereskedelemben kaphat6 palackozott forrds- és dsvanyvizben



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A palackozott forras- és asvanyvizek mikrobiolégiai biztonsaga

A palackozott ivovizek mikrobioldgidjaval, a mikrobioldgiai kockazatok elemzésével foglalkozo
szakirodalom igen jelentds. A szakirodalmi Osszefoglaldém e részében elsOsorban a vizforrdsok
(viznyerd helyek) természetes mikrobiotdja (autochton mikrobidta) jelenlétére és jelentdségére
igyekszem rdmutatni, nem mellézve természetesen a viznyerés és feldolgozds, palackozds

veszélyeit, élelmiszerbiztonsdg illetve termékkarositas szempontjabdl jelentds kockazatait.

3.1.1. A felszin alatti viznyeré helyek

A vizado6 rétegek mélységiik alapjan jellemzden 3 f6 csoportba sorolhatdk, tigymint sekély, kozepes
mélységli és mély (300 méternél mélyebb) vizado réteg. A sekélyvizadé réteget aktiv vizmozgasok
jellemzik, azaz a felszini vizek és a helyi szennyezddések a talajon keresztiil gyors besziirddést
mutatnak a vizadé rétegbe. A besziir6dés sebessége itt napi szinten méterekben fejezhetd ki. A
kozepes vizadoé réteget a felszini vizektdl és a talajviztol vizzard réteg valasztja el, de a vizadé réteg
mélysége nem haladja meg a 300 métert. Erre a vizado6 rétegre joval lassabb besziir6dés jellemzo,
melynek sebessége éves szinten méterekben fejezhetd ki. A mély vizadd rétegek jellemzdéen 300
méternél mélyebben helyezkednek el és a felszini vizek, szennyezddések besziirddésének mértéke
igen csekély, az 1-1 métert évszdzadok alatt tesz meg. A konkrét vizmozgisok természetesen az
adott geoldgiai viszonyoktdl fiiggden erdsen valtoznak, de a vizadd réteg mélysége mindenképpen
vildgosan befolydsolja a mikrobioldgiai €s kémiai stabilitdst. A forrds- illetve dsvanyvizek Eurdpa
szerte jellemzden kozepes-, Magyarorszdgon nem ritkdn mély vizadd rétegekbdl szarmaznak. A
vizbazis védelme érdekében a vizkivételi hely koriil a fent emlitett hidrogeoldgiai viszonyoktdl, a
vizad6 réteg mélységétdl, a felszin alatti vizek mozgdsatdl fiiggden védoteriilet meghatdrozasa
valhat sziikségessé, ahol tilos vagy korlatozott a vizbeszerzd hely felé draml6 viz mennyiségét és
mindségét veszélyeztetd minden tevékenység. A védoteriilet meghatidrozdsa minden esetben

hidrogeoldgiai modellezés alapjan torténik. (Leclerc & Moreau, 2002)

3.1.2. A felszin alatti vizek jellemzé mikrobiolégiai dsszetétele

Az 1970-es évek elott a felszin alatti vizadd rétegekben természetesen eléfordulé (autochton)
mikrobiotardl megjelent publikdciok szama meglehetésen limitalt volt. A mikrobioldgiai
modszerek, igy példaul a steril mintavételi moddszerek fejlodésével azonban egyre tobb
informécidval bdviiltek az ismeretek. A legijabb tanulmdnyok kimutattdk, hogy a kiilonb6z6

mélységli geoldgiai rétegekbdl és a killonbozd helyekrdl szarmazo aerob heterotréf baktériumok
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fiziolégiai és morfoldgiai jellemzdi nagymértékben eltéréek a mélység fiiggvényében és
hatdrozottan kiillonboznek a mas mélységekben eléfordulé mikroba kozosségektdl (Leclerc & da
Costa, 1998; Leclerc & Moreau, 2002).

A felszin alatti vizekben jellemzden heterotr6f baktériumok mutathaték ki. Az eukaridtak jelenléte
csak korlatozott szdmban igazolddott, de jelenlétiik nem zarhat6 ki. A leggyakrabban kimutatott
baktériumok olyan aerob Gram negativ palcik, amelyek oxigént hasznélnak fel termindlis elektron
akceptorként. Igy a Pseudomonas fajok igen elterjedtek a felszin alatti vizrendszerekben, de szintén
gyakran kimutathatéak a Caulobacterek, citophagok, Flexibacterek, és Flavobacterek (Leclerc & da
Costa, 1998; Leclerc & Moreau, 2002). Tobb szakirodalmi adat utal arra, hogy az aerob
vizbazisokban protozodk is kimutathaték, de a baktériumok szdma itt is mindig jelentésen
meghaladta a protozodkét (Balkwill, 1989; Fredrickson et al., 1989; Sinclair & Ghiorse, 1989;
Leclerc & Moreau, 2002). A felszin alatti vizekben az anaerob mikroorganizmusok is jellemzdek
lehetnek, igy a szulfitredukdlé baktériumok szdma egyes vizbdzisokban jelentds lehet (Jones et al.,
1989). A kiilonb6z6 nitrogénhasznosité fajok jelenléte az oxigén koncentricidjatol fiigg. Aerob
koriilmények és nagy ammonia-tartalom mellett a nitrifikidcié a jellemzd, ellenben az igen kis
oxigén koncentracié (>30 pmol/l) mellett a denitrifikdl6 illetve nitratredukalé baktériumok is
szerepet kaphatnak, igy a mar emlitett Pseudomonas fajok mellett a Paracoccus, Thiobacillus és
Bacillus fajok is jelentés szdmban kimutathatok. Nagy vas és mangan koncentraciéndl lehet
szamolni a vas- illetve manganhasznosité baktériumok szignifikans jelenlétével is (Leclerc és da
Costa 1998; Leclerc & Moreau, 2002).

Amennyiben a vizbazis nem kelloképpen védett eléfordulhat a felszini vizek vagy a kornyezeti
szennyvizek besziviargdsa. A viznyerd helyrdl kimutatott patogén, termotolerdns koéliform illetve
egyéb fekdlindikator baktériumok a vizbdzis vagy a viznyerd hely (kit) masodlagos fertézdése

esetén fordulnak elo.



3.1.2.1.A felszin alatti vizek mikrobiologiai vizsgalatanak fobb problémai

A mindennapi élelmiszeripari gyakorlatban a felszin alatti vizek Osszes életképes csira
meghatarozasandl szem el6tt kell tartanunk két jelents paramétert, igymint a kézeg limitalt szerves
anyag tartalmat valamint a homérsékletet. A vizbazisban a tipanyag korlatozott elérhetdsége miatt a
forras- illetve dsvanyvizek természetes mikrobiotajat alkotdé baktériumok gyakran éhezési
allapotban vannak. Ennek kovetkeztében egyrészt megvaltozhat a morfologidjuk, igy a sejtek alakja
deformdl6dhat, tojasformdt vehet fel, az atmérdjiikk pedig oly mértékben csokkenhet, hogy a
szokasos 0,45 pm atmérdji-, de egyes szakirodalmi adatok szerint akar a 0,2 um membransziirn is
atférnek (Moyer & Morita, 1989; Leclerc & Moreau, 2002), igy el6fordulhat, hogy a mindennapi
rutinban hasznélt membréanszirés nem hatdsos a kimutatdsukra. Mdasfeldl a szokésos, tipanyagban
das téaptalajok egyfajta ,tdpanyagsokkot” jelenthetnek, igy a kimutatni kivint baktériumok
vizsgélatdndl a kifejezetten kevés tdpanyagot tartalmazé téptalajokat, pl. R2A agart illetve 1:10
aranyban higitott tiptalajt érdemes alkalmazni (Leclerc & Moreau, 2002; Bischofsberger et al.,
1990). A kis tdpanyagtartalom miatt a baktériumok esetenként €16, de nem tenyészthetd allapotba is
keriilhetnek, igy a leoltidst megel6z6 eldinkubdlas vagy alternativ mikrobioldgiai médszerek — pl.
konduktometrias illetve impedimetrids, valamint molekularis biol6giai médszerek illetve kiillonb6z6
festési eljarasok (pl: akridin narancs) alkalmazdsa egyarant hasznos lehet (Leclerc & da Costa,
1998).

A vizbézis kis hdmérséklete miatt az autochton baktériumok gyakran pszichotréfok, igy elterjedt
helyes gyakorlat a taptalajok 20-22 “C-on torténd inkubdcidja. Tekintettel kell lenni azonban arra,
hogy kisebb hdmérsékleten a baktériumok anyagcseréje lassabb, igy az inkubdcids id6t minimum 3
napban, esetenként akar 7-14 napban is helyes meghatdrozni. Szintén szem el6tt kell tartani azt a
tényt is, hogy artézi kutak esetében a vizbazis gyakran nagyobb homérsékletti, 28-30 °C-os is lehet,
ilyen esetekben az optimdlis inkubdldsi hOmérsékletet ehhez a hdmérséklethez kell igazitani.

(Leclerc & da Costa, 1998)

3.1.3. A mikrobiolédgiai szennyezédés kockazata a viznyerés soran

A forras- illetve dsvanyvizek a legtobb esetben kutfiirds utdn szivattyizva keriilnek a felszinre.
Artézi kutak esetében a szivattyizds nem sziikséges, itt a magas nyomdsu vizbazisbdl a viz a
katfiras sordn a felszinre tor. A kutfurds, a kut létesitése és sziikség esetén a szivattylzds is
mikrobioldgiai szennyezddési forrdsok. A kit firdsa soran a talaj kornyezeti mikroba populécidja, a
kat illetve szivattyu létesitése soran pedig a felhaszndlt anyagok, berendezések, az tizemeltetd

személyzet fert6zhetik be a kutat. Mindezek elkeriilésére a kuit 1étesitése illetve beilizemelése sordn



az élelmiszerhigiéniai alapszabdlyok betartdsa igen fontos, a viznyerd hely létesitése utdn pedig

fertotlenités valhat sziikségessé (Leclerc & Moreau, 2002).

3.1.4. Mikrobiolégiai kockazatok a vizkezelés soran

A viznyeré helyen kitermelt forrds- illetve asvanyviz a feldolgozdsi miveletek alatt szamos
mikrobioldgiai kockdzatnak van kitéve. A kutat és a vizkezel6t illetve a palackozé iizemet gyakran
hosszu foldalatti csévezeték koti 6ssze. Amennyiben ezek a zart rendszerek nem kapnak rendszeres
karbantartast, tisztitast és sziikség esetén fertOtlenitést, felmeriil a biofilm kialakuldsanak veszélye.
A csovezetékek esetleges kiils6 mechanikai sériilése esetén pedig a kornyezd talajbol, talajvizbol
termékkdrosit illetve koérokozé mikroorganizmusok is bekeriilhetnek a rendszerbe. Ezek a
szennyezOdések az esetek nagy részében azonnal jelentkeznek a mikrobioldgiai monitoring
eredményeiben. El6fordulhat azonban, hogy a kis koncentrdcié miatt é16 sejtek nem mutathatok ki
azonnal, de a kdros mikroorganizmusok a csOvezetékekben kialakult biofilmekbe beépiilnek, és ott
a késobbiek sordn osztédasnak indulnak, ezzel nehezen kezelhetd kronikus problémat generalva.
Igen fontos tehat a csdvezetékek rendszeres tisztitdsa és fertGtlenitése €s a mintavétel esetenkénti
szuréprobaszerli megemelése mind gyakorisigdban mind térfogatdban.

A hatalyos magyar szabalyozds (65/2004. (IV. 27.) FVM-ESzCsM-GKM egyiittes rendelet) szerint
a forras- illetve asvanyvizek esetén csak olyan kezelési eljaras alkalmazhatd, amely azok Iényeges
fizikai-kémiai Osszetételét nem valtoztatja meg. A gyakorlatban el6fordulnak tehdt engedélyezett
eljarasokkal, igy példdul a viz levegdztetése, illetve homokagyon vald szlrése, amelyek a nem
stabil elemek, példaul a vas, mangin oxidacidjat és/vagy sziirését, iilepitését illetve a zavard
aromaanyagok (pl. kénvegyiiletek) illetve a szabad széndioxid eltdvolitdsat célozzdk. Az emlitett
vizkezelések sordn haszndlatos tartidlyok, levegdztetd oszlopok, iilepitd tartidlyok illetve
homokdagyak fertdtlenitése, rendszeres tisztitdsa igen fontos.

A szénsavval dusitott forrds- illetve dsvanyvizek eldallitdsdhoz felhaszndlt széndioxid giz illetve a
sziikséges berendezések mikrobioldgiai tisztasdga is fontos tényez0. Bar a szénsavas termékekben a
mikroorganizmusok tuilélése limitalt, el6fordulhat tilélés, illetve kis szénsav tartalom mellett akar
szaporodas is (Hunter, 1990).

A napjainkban egyre nagyobb teret nyerd izesitett forrds- illetve dsvanyvizek elddllitdsa tovabbi

kockazatokkal jar, ennek targyaldsa jelen dolgozatnak nem témaéja.

3.1.5. Mikrobioldgiai kockazatok a palackozas soran
A palackozas sordn a palackozo illetve zar6 gépek, a kezelOszemélyzet, a felhaszndlt
csomagoléanyagok egyarant veszélyforrast jelentenek. Jelentds lehet a kdros mikroorganizmusok

tulélése a berendezések tomitdanyagain, a nem kellden karbantartott berendezések kendanyagain, a



stiritett levegd- illetve nitrogénelldtd rendszerekben, valamint a nem kell0képpen tisztitott-

fertotlenitett toltdszar és a kupakzard berendezés is igen gyakori fertézoforras.

3.1.5.1.A palackozott forras- illetve asvanyviz autochton mikrobiotaja, annak jelentosége

A palackozott vizek idedlis esetben tartalmazzik a vizbazisbol kinyert forrds- illetve dsvanyviz
eredeti mikrobiotdjat, amely tobb tanulmény szerint is gatlo hatdst gyakorol a feldolgozds sordn a
termékbe keriilt szennyezd illetve patogén mikroorganizmusokkal szemben (Leclerc & da Costa,
1998; Moreira et al., 1994).

Mint arra szdmos szakirodalmi adat rdmutat, a viznyerd helyen mintdzott forrds- illetve dsvanyviz
és a palackozott végtermék Osszes €16 csiraszama kozott jelentds szambeli kiilonbség tapasztalhato.
Mig a kutbdl vett mintdk Osszes életképes csiraszdma dtlagosan 0-10 TKE/ml, addig az a
palackozott végtermékben 3-7 nap elteltével akar 10*-10°/ml nagysagrendet is elérheti (Gonzalez et
al.,, 1987; Warburton 1993; Bischofsberger et al., 1990; Morais és da Costa 1990). Ennek
magyarazatira alapvetden két elméletet lehet a szakirodalomban fellelni. Feltételezhetd, hogy a
kordbban emlitett €16, de nem tenyészthetd 4allapotban 1évé baktériumok a tdrolds sordn
regeneralédnak €s igy kimutathatéva vélnak, azonban az is elképzelhetd, hogy a nagymértékil
csiraszam novekedés a mar a viznyerd helyen kimutathatd, eredetileg is jelen levd néhany sejt
osztédasanak koszonhetd (Leclerc és da Costa 1998). Bischofsberger és munkatéarsai (1990) az
asvanyvizekben kimutathato Osszes €l6 aerob és fakultativ anaerob sejtszdmot vizsgaltdk, de a
vizsgdlandé paraméterek kozé a csomagoldanyagot is bevették. Mintavételi matrixukat 5 kiillonb6z6
katbdl, az innen szarmazd 4dsvanyvizek kevert vizes tdroldtartalyabdl illetve a kiillonbozo
csomagoléanyagui (PET illetve {iveg) szénsavmentes palackozott termékekbdl allitottak Ossze. A
palackozott termékek esetében 20 °C-on torténd 2 éves tdroldsi idot alkalmaztak. A kiilonb6zd
forrasbdl szarmazd vizekben egyardnt kevés, 1-4 telep volt kimutathaté milliliterenként és ez az
eredmény a keverdtartdlybol vett mintdban, illetve a palackozott késztermék mintdban sem véltozott
nagysagrendileg. Egy hét tarolds utin azonban mind a PET-, mind az iivegpalackos termékekben
jelentés kimuatahat6 telepszdm novekedés volt tapasztalhatd, amely a PET palackokban a 10°,
iivegpalackokban pedig a 10° nagysdgrendet érte el. A kovetkezé négy hét folyaman a TKE értékek
igen lassan csokkenni kezdtek vagy dllandé értéken maradtak, a 2 éves tarolasi idoszak végén vett
mintdk pedig még mindig tartalmaztak megkozelitéleg 10° nagysdgrendben tilélé és tenyészthetd
sejteket. Mdas tanulmanyok szintén kiemelik a csomagoldéanyagok jelentdségét. A palackozas eldtt
mosott iivegpalackba toltott dsvanyvizekben rendre kisebb Osszcsiraszdmot mutattak ki, mint a
milanyag (PET illetve PVC) palackokba toltott ugyanazon asvanyvizek esetében. Ez egyrészt az
livegpalackok tisztitisa sordn a palack felilletén nyomokban megmaradt tisztitészer

bakteriosztatikus hatdsdval magyardzhatd, masfeldl bizonyos szakirodalmi eredmények arra is



engednek kovetkeztetni, hogy a millanyag palackok feliiletérdl szerves anyagok oldédhatnak a
termékbe, melyet a benne 1évé mikroorganizmusok hasznositanak (Gonzalez et al., 1987; Morais &
da Costa, 1990; Mavridou, 1992). Ezen kiviil a csomagoldanyagok feliileti érdessége, alakja, a
hidroféb/hidrofil tulajdonsédga illetve a palackok mérete is befolydsolja a baktériumok szaporodasat

(Bischofsberger et al., 1990; Leclerc & da Costa 1998).

3.1.5.2.Patogén, indikator és index baktériumok a palackozott forras- illetve asvanyvizben
Szamos szakirodalom beszdmol arrdl, hogy az Osszcsiraszdm ndvekedése mellett a palackozott
végtermékben megjelenhetnek patogén, indikétor, illetve koliform baktériumok. Az indikétor
baktériumok jelenléte nem jelenti feltétleniil a kozvetlen egészségkdrositis veszélyét, de az iizemi
HACCP hidnyossdgaira rdmutatnak. Ezzel szemben a termotolerdns E. coli illetve egyéb
termotolerdns koliform fajok egyértelmiien fekdlids szennyezOdésre utalnak, jelentdségiik igen
nagy. Kimutathatésdguk esetén nagy a veszélye a fertOtlenitési eljardsokra ellendllobb és
nehezebben kimutathaté patogén enterobaktériumok, enterovirusok vagy akar patogén protozodk
eléforduldsanak. A Gram-pozitiv baktériumok jelenléte a palackozott végtermékben szintén
gyakran a kornyezeti szennyezddés indikatoraként tekinthetdk, hiszen a Microccoccus illetve
Staphylococcus nemzetségbe tartozé fajok jellemzoden el6fordulnak az emlésok, igy az ember
boérén, nydlkahartydin. A Streptococcus fajok pedig a termotolerdns koliformokhoz hasonléan a
fekélids szennyezOdésre utalhatnak. Egyes szulfitredukdlé anaerob baktériumok a vizbazis
szennyezO6désére utalnak, mig mds spdraképzdé Gram-pozitiv baktériumok, mint a Bacillus illetve
Clostridium fajok részei lehetnek a felszin alatti vizek autochton mikrobiotdjanak, ebbdl adédén a
palackozott termékekbdl is kimutathatéak (Leclerc & da Costa, 1998; Leclerc & Moreau, 2002;
Hunter et al., 1987).

A palackozott szénsavmentes termékekben a patogén illetve fakultativ patogén baktériumok
jelentds élelmiszerbiztonsagi kockdzatot jelenthetnek, bdr, mint azt kordbban emlitésre keriilt,
szakirodalmi adatok mutatnak rd az dsvanyvizekben természetesen jelenlévd baktériumok gatld
hatdsara. (Leclerc & da Costa, 1998; Moreira et al., 1994). Ennek ellenére Hunter (1990) kimutatta
az E. coli 42 napos, a Salmonella typhimurium, az Aeromonas hydrophilia és a Pseudomonas
aeruginosa 70 napos tulélését szénsavmentes dsvanyvizben. Szénsavas dsvanyvizben ugyanezen
baktériumok tdlélése 25-50%-al csokkent. A Yersinia enterocolitica- val kapcsolatos kisérletek a
beoltast kovetd elsé nyolc hétben szaporodasrodl, szamolnak be, valamint arr6l hogy az még a 64.
héten is kimutathat6 volt (Karapinar & Goniil, 1991).

Ellentétben a legtobb enterobaktériummal, a Pseudomonas aeruginosa az olyan tipanyagban
szegény kozegben, mint a forrds- illetve dsvanyviz is élénk szaporodasra képes, bar a kisérd autogén

mikrobiota itt is gatlast, vagy a szaporodds lassuldsat eredményezheti. (Leclerc & da Costa, 1998;
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Leclerc & Moreau, 2002; Moreira et al., 1994). A Pseudomonas aeruginosa nem csak a fakultativ
patogenitdsa miatt, hanem a késdbbiekben részletezett igen erdteljes biofilm képzése miatt is
jelentds kockazati tényez0 az dsvany- illetve forrasviz palackozasa soran.

A termék szempontjabdl szintén jelentds, bar keveset vizsgalt szempont a penészgombdk jelenléte.
Szénsavmentes dsvany- vagy forrdsvizben szaporodni képesek illetve szemmel lathat6 telepet
képezhetnek, a termék megjelenését rontva. Toxin termelés illetve patogén penészgomba esetén
pedig egészségiigyi, élelmiszerbiztonsagi kockazatot is jelentenek. Szerepiik a késObbiekben keriil

részletezésre.

3.2. Biofilmek jelentosége az élelmiszeriparban

A biofilmekrdl a szakirodalom szdmos, lényegében hasonlé meghatirozast fogalmaz meg, igy
példaul Bakke és munkatarsai (1984) a biofilmet a sejtek és extracelluléris termékeik feliilethez
kapcsol6d6é  bioldgiailag aktiv matrixaként, Costerton ¢és munkatdrsai (1987) pedig a
mikroorganizmusok feliilethez tapadt, az altaluk termelt extracellularis polimerben (extracellular
polymeric substance, késébbiekben EPS) rogziilt, funkciondlis tirsuldsaként definidlja. Allison és
Sutherland (1987) megfogalmazasdban szintén kiemeli a mikrobdk szilard feliileten torténd
megtapaddsat, szaporoddsat, az altaluk termelt szerves polimereknek a biofilm felépiilésében
betoltott szerepét. A definicidk kozos jellemzdje tehdt, hogy a biofilmet vizes kdzegben 1évo
mikrobdk szilard feliilethez kotddott aktiv sejthalmazéanak, tarsuldsanak tekintik, valamint, hogy a
sejtek 4ltal termelt EPS-t esszencidlis fontossaguinak, a biofilm épitéelemének tartjik.

A biofilmek el6fordulnak a természetben, folyok, természetes vizek medre, viz alatti feliiletek,
kovek felszinén, él6 szervezetekben (fogak, implantitumok feliiletén) valamint az ipari
kornyezetben egyardnt. Jelenlétiik az élelmiszeriparban egyarant lehet hasznos vagy karos. Egyes
technolégidk sordn nagy jelentOséggel birnak bizonyos jol kézben tartott biofilmek, azonban a
gyéartoteriileteken, berendezésekben valé megjelenésiik silyos higiénés problémat is okozhat.
Biofilmet termékkarositdé és patogén mikroorganizmusok is képezhetnek igy az iizemhigiéniai
problémdk mellett a jarvanyligyi jelentOségiik is kiemelkedd lehet. A biofilmet alkoté6 mikrobdk
feliilethez val6 kotddésiik sordn morfoldgiai valtozasokon is atesnek, anyagceseréjiikk megvaltozhat,
az altaluk kivalasztott, biofilmet véd6 poliszacharid matrix pedig jelentés védelmet nydjt a
kornyezeti behatasok ellen. A nem kivanatos biofilmek detektdldsa és eltavolitdsa igy egyarant

nehéz feladatot ad a szakembereknek.

3.2.1. A biofilmek kialakuldsa
A mikrobdk a természetben és az ipari koriilmények kozott is kétfajta dllapotban fordulnak eld,

ugymint planktonikus, azaz szabadon lebegd, valamint feliilethez kotott allapotban. A mikrobdk a
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planktonikus &llapotndl jobban kedvelik, ha megtapadhatnak valamilyen feliilleten. A szildrd
felszinhez valé kotédés jobb tdpanyagellatist és nagyobb védelmet biztosit a kornyezeti
behatdsokkal szemben. Biofilmek egyarant kialakulnak €16 szoveteken és mesterséges feliileteken.
Nagyobb a biofilm kialakuldsdanak valdsziniisége a kevés tdpanyagot tartalmazé daramlo
rendszerekben, ahol a kiéhezett sejtek a feliilleten megtapadva folyamatos tdpanyagellatidsban
részesiilnek (Marshall, 1992). Megfigyelték, hogy sok mikroorganizmus nydalkds, ragadds
poliszacharidot vélaszt ki, amely segiti a feliileten valé megtapadast, a taplalkozast €s egyben védi a
biofilmeket a hdingadozds és az antimikrobds szerekkel szemben. (Jelenik-Nikolics Marshall &
Lévai, 2000). A kivélasztott poliszacharidok egyrészt gyakran aminocsoportokkal rendelkeznek, igy
pozitiv toltésiiknél fogva konnyen kotddnek negativ toltésti feliiletekhez, madsrészt kémiai
Osszetételiiknél fogva polidiolok is egyben, ami hidrogén kotések kialakuldsat is lehetové teszi. A
kivélasztott poliszacharidok fiiggetlen ldncai az amid- és hidroxilcsoportok kozott kialakuld
hidrogénkotések révén ontapadd védzat hoznak létre, ezdltal a kiilonallé6 mikrobdkat Osszeragasztjdk,
és a biofilmet a feliilethez tapasztjak. A haromdimenzids, a sejtek éltal kivalasztott matrixot (tokot)
glikokalixnak vagy EPS-nek (extracellular polymeric substance) is nevezik. (Jelenik-Nikolics,
2001; Kumar & Anand 1998.)

A biofilm kialakuldsanak fazisai a kovetkezok

3.2.1.1.A feliilet kondicionalasa, molekularis megtapadas

A vizes kozegbe meritett szilird anyagok feliilletén makromolekuldk és kis molekulatomegi
hidroféb molekuldk tapadnak meg, megvaltoztatva ez altal a feliilet toltését, és szabad energidjat,
ezzel eldsegitik a mikrobdk megtapaddsat a feliileten. (Marshall, 1992.). Az ipari gyakorlatban, a
szilard feliileteken a tdpanyagban gazdag kozegbdl szerves és szervetlen molekuldk, fehérjék,
szénhidritok tapadnak meg, igy az élelmiszeripari berendezésekben, csdrendszerek feliiletén
diffuzié illetve a csOrendszerekben esetenként fellépd turbulens dramlds utjan vgynevezett
,kondiciondl¢ film” alakul ki, mely a biofilmek megtapaddsa szempontjabol elonydsen valtoztatja
tdpanyag ellatottsaga is joval nagyobb, (Hood, Zottola, 1997) mint az aramld vizes fazisé.
Mindezek a tényezOk egyiittesen segitik a biofilm kialakuldsanak kovetkezd 1€pését, a sejtes
megtapadast. A szakirodalomban taldlhaté kisérletek eredményei egyarant emlitik a molekularis
tapanyagok biofilm kialakuldst gatlé illetve segitd hatdsarél. Igy példaul Al-Makhlafi és
munkatérsai (1995) publikacidja szerint az albumin segitette a Listeria monocytogenes adhéziojat.
Mig Helke és munkatarsai (1993) a tejfehérjék, (kazein és a [-lactoglobulin) Listeria
monocytogenes és Salmonella typhimurium adhéziéjat gatlé hatdsardl szdmolnak be, addig Speers

és Gilmour (1985) a buzafehérjék sejtmegtapadast segitd hatdsat taldlta bizonyitottnak. A biofilm
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kialakuldsat szintén befolydsolja a feliillet anyaga és annak érdessége. Az élelmiszeripari
gyakorlatban leggyakrabban hasznalatos anyagok, tigymint rozsdamentes acél, aluminium, iiveg,
teflon, nylon mindegyike kivalo feliiletnek bizonyultak a biofilmek kialakuldsarél szo6l6

kisérletekben (Herald és Zottola, 1988a, b; Mafu et al., 1990; Blackman és Frank, 1996).

3.2.1.2.Mikrobak megtapadasa

A biofilm kialakuldsdnak masodik 1épése, a mikrobdk megtapadédsa torténhet fizikokémiai tton,
ugynevezett passziv adhézidval, illetve aktiv médon. Az aktiv adhézié gyorsan kialakul, de a
kot6édés nem erds. Ez reverzibilis biofilm kialakuldsdhoz vezet, szemben a passziv adhézidval, mely
idoigényesebb, de irreverzibilis megtapaddst eredményez. Az aktiv és a passziv adhézid
parhuzamosan is végbe mehet, de mértékiik fiigg az adott mikrobétdl és a feliilettdl (Marshall,
1992.). A reverzibilis kotédés kialakuldsaban elsGsorban a van der Walls erd, elektrosztatikus erd és
a hidroféb kolesonhatdsok jatszanak kozre, mig az irreverzibilis kotodés esetén gyenge
kolcsonhatasok, tgymint dipdl-dipdl kolcsonhatds, hidrogén-, ionos- illetve kovalens kotések
jellemzdek. Szamos szakirodalom szdmol be arrdl, hogy a repulziv erdk gétoljdk, mig a sejtfelszini
képletek és termékek (flagella, fimbria, pilus, EPS) segitik a sejtek szilard feliilleten val6
megkotodését. (Jones & Isaacson, 1983). A feliilet fiziko-kémiai tulajdonsigai, dgymint
hidrofobitds, hémérséklet, pH szintén befolydsoljdk a sejtek megtapadasat. Stanley (1983)
vizsgélatdban megallapitotta, hogy a Pseudomonas fragi rozsdamentes acélhoz valé megkotodése a
metabolitikus folyamatok szdmdra optimdlis pH 7-8 tartomanyban a legkifejezettebb. Szintén a
kornyezeti pH meghatiroz6 szerepét igazolta Herald és Zottola (1988a) Y. enterocolitica és L.
monocytogenes esetében. Egy mdésik tanulmdnyukban emellett a hOmérséklet jelentségét is
kimutattdk, a szilard felszinhez val6 kotddés hé optimumét 21 °C-ban hatdroztdk meg (Herald &

Zottola, 1988 b).

3.2.1.3.Mikrokoloéniak kialakulasa

Ebben a fazisban a feliileten megtapadt mikrobdk szaporoddsnak indulnak, mikrokolénidkat hoznak
létre, majd megkezdédik az EPS kivélasztisa, amely a tulajdonképpeni biofilmet Osszetartja
(Kumar & Anand, 1998; Marshall, 1992). A szilard feliileten korabban kialakult kondicionalé film
és a mikrokornyezet egyarant befolydsolja a mikrokoldnidk novekedését és az EPS kialakuldasdnak
sebességét, annak Osszetételét. Pseudomonas torzsek altal termelt poliszacharidok Osszetételét

nagyban meghatarozza a tdpanyag ellatottsag (Uhlinger & White, 1983).
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3.2.1.4.A tulajdonképpeni biofilm kialakulasa

A szilard felszinhez tapadt, és ott szaporoddsnak indult mikroba sejtek egy haromdimenzids
matrixot alakitanak ki, melyet az altaluk termelt poliszacharid tart 6ssze. A biofilm vastagsaga fiigg
az eltelt id6tol, a biofilmet alkoté mikrobdktdl és az elérhetd tapanyagoktol. A biofilm felépitésében
altaldban tobb mikroba faj is részt vehet, dsszetétele igy heterogén, benne idével kiilonbozd rétegek,
a tapanyag ellatist szolgdld csatorndk alakulnak ki. A kialakult biofilmben anyagcsere
szempontjabol tobb szintet is megkiilonboztethetiink. A feliillethez kozeli részekben anaerob
anyagcserét, a vizes fazishoz kozeli részek aerob anyagcserét folytatd mikrobdk detektalhatok.
(Marshall, 1992; Costerton et al., 1994a). A biofilmet alkot6é kiilonbdz6 mikroorganizmusok
egymdsra gitld illetve segitd hatdssal is lehetnek. A tobb mikroorganizmusbdl all6, heterogén
biofilmek altaldban vastagabbak és stabilabbak, mint az egyetlen torzs éltal felépitettek. Erre az
eredményre jutott tobbek kozott Siebel és Characklis (1991) Klebsiella pneumoniae és
Pseudomonas aeruginosa homogén illetve heterogén biofilmjét Osszehasonlitva. Szakirodalmi
adatok alapjan az is megdllapithat6, hogy a mar kialakult Pseudomonas fragi biofilm a Listeria
monocytogenes megtapadasat és vastagabb biofilm kialakuldsat is segitette (Sasahara & Zottola
1993). A kiilonb6z6 mikroorganizmusok megtapaddsdban az EPS segitd szerepérdl szamol be mas

tanulmany is (Sutherland, 2001).

3.2.1.5.A biofilm terjedése, rekolonizacio

A biofilm novekedésének gitat szabnak az adott mikrokornyezetben elérhetd tdpanyagok hidnya és
az esetleg felhalmozddott anyageseretermékek is, igy a biofilm métrix novekedése, vastagoddsa egy
id6 utdn mar nem lehetséges. A feliileten kialakult vastag réteg azonban kiilonbdz0 kornyezeti
hatdsok eredményeképpen, felszakadozhat, abbdl kisebb mikrokolénidk levélhatnak és tjabb
feliileten megtapadva a biofilm tovabbterjedhet. Ilyen kornyezeti hatdsok lehetnek példdul a
folyadék aramlasi sebességének megvaltozasa, turbulens dramlds, kémiai szerekkel vagy fizikai
modszerekkel végzett hatdstalan biofilm inaktivilds (Applegate & Bryers, 1991; Marshall, 1992;
Telgmann et al., 2004; Stoodley et al., 2001)

3.2.1.6.A biofilm novekedési kinetikaja

A biofilm novekedési kinetikdjat a (1. dbra) szemlélteti, mely szerint jellegzetesen harom fazist

kiilonboztethetiink meg (Jelenik-Nikolics & Lévai, 2000).:

. Lag fazis: A diffuzidval, esetleg turbulens &dramldssal széllitott mikroorganizmusok
megtapadnak a feliilleten, amit a felillet durvasiga és a planktonikus sejtek szdma

nagymértékben befolyasol. A mikroorganizmus-szdm ekkor nem né szignifikdnsan.
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. Exponencidlis fazis: Bizonyos id0 utdn megkezdddik a logaritmikus osztédds, az EPS
termelddés. A biofilm kialakult. Az Gjabb planktonikus sejtek egyszerien megtelepedhetnek a
biofilm felszinén, a feliilet tulajdonsédgai és a sejtszdm itt mar nem befolydsold tényezok.

o Plato fazis: A biofilm stabilizdlédott. Kiterjedése a tdpanyagok mennyiségétdl fiigg,
valamint azoktél a nyiréerdktél, és egyéb behatdsoktél, amik megsértik a biofilmet. Igy

nagyobb darabok hasadhatnak le, és szennyezhetik a rendszert.

= Lag fizis Exponencidlis Platé fazis
= fazis
=1
o
=
]
-
= 1
i
S !
= I
{
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A biofilm nivekedésének szakaszai

1. abra: A biofilm ndvekedésének szakaszai (Jelenik-Nikolics & Lévai, 2000)

Zart, keringtetett rendszerekben a bakteridlis biofilmek novekedése szempontjabol meghatirozé az
dramlds tipusa. Laminarisan aramld illetve all6 vizben a biofilm tdpanyag transzportja molekularis
diffuzion alapszik, ami a leglassabb tomegszallitdsi folyamat, igy ez lassi biofilm novekedést
jelent. Turbulens dramlds esetén fokozddik a tdpanyag transzport a biofilmhez, igy a biofilmet
alkot6 baktériumok szaporoddsa nagyobb lehet, mint lamindris aramlds esetén. (Jelenik-Nikolics &

Lévai 2000)
3.2.2. Az érett biofilm szerkezete

A kialakult biofilm matrix 6sszetétele az azt alkoté mikrobasejtektdl, azok fiziol6gids allapotatdl, és

a felhasznalhat6 tapanyagoktol is fiigg. Atlagos sszetételét az 1. tdblazat mutatja.
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1. tdblazat: a biofilm matrix 6sszetétele (Sutherland, 2001)

Komponens A matrix %-a

Viz >97 %

Mikroba sejt 2-5 % (tobb faj)

Poliszacharidok (homo- és heteroszacharidok) 1-2 %

Fehérjék (extracellularis, valamint sejttormelék) <1-2 % (tobbféle fehérje,
enzimek)

DNS, RNS 1-2 % (sejttormelék)

ionok ? (kotott és szabad)

Tobb tanulmany kimutatta, hogy a biofilm matrixban kapillarisok, csatorndk alakulnak ki,
amelyeken keresztiil a sejtek viz és a tdpanyag elldtdsa biztositott (Poulsen, 1999; Costerton et al.,

1994; Massol-Deya et al., 1995). Ezt a szerkezete j6l illusztrélja a 2. dbra.

(©)1996 CENTER FOR BIOFILM ENGINEERING MONTANA STATE UNIVERSITY-BOZEMAN

2. abra: A biofilm szerkezete (www.erc.montana.edu)

A kialakult biofilmben a feliilettdl tdvolodva kiilonboz6 anyagcserét folytaté mikrobdkat figyeltek
meg. A felillethez kozeli részekben anaerob anyagcserét, a vizes fazishoz kozeli részekben aerob

anyagcserét folytaté mikrobak detektalhatok (3. dbra) (Marshall, 1992; www.erc.montana.edu).
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3 dbra: Heterogén biofilm (www.erc.montana.edu)

3.2.2.1.Az EPS

Scanning elektronmikroszképpal jol megfigyelhetd jelenség, hogy a biofilm kialakuldsdnak mér
korai szakaszdban a szildrd feliileten megtapadt sejtek egy vékony szdlat kezdenek el kivalasztani
(Firstenberg-Eden et al., 1979). A vékony, de iddvel egyre vastagod6 poliszacharid szdl a mar
sokszor emlitett ,,extracellular polymeric substance”, azaz EPS néven ismert a szakirodalomban,
melynek szdmos mds funkcidja mellett nagy szerepe van a biofilm matrix aktiv részeként, annak
Osszetartdsaban. Ilyen meghataroz6 funkcid példaul a szerves és szervetlen molekuldk, tapanyagok
megkdtése, mas mikroba fajok rogzitése a biofilmben (Bryers, 1984; Marshall, 1992). Az EPS a
planktonikus sejtek megtapadasan kiviil a biofilmet alkot6 sejtek osztdédasa sordn keletkezett friss
sejteket is rogziti a biofilm felszinén, igy biztositva annak folytonos megujuldsat és vastagodasat.
Az EPS biofilmben betoltott aktiv szerepét bizonyitja Vandevivre és Kirchman (1993) publikécidja,
mely arr6l szamol be, hogy a szilard felszinhez tapadt sejtek emelkedett poliszacharid termelése
folyékony tapkozegbe visszaoltast kovetden az eredeti mennyiségre allt vissza, tehat a fokozott EPS
termelés nem a biofilm sejtjeinek genotipusos valtozdsdnak kdszonhetd, hanem egyfajta reakcié a
mikrokornyezeti koriilményekre. Az EPS tovédbbi fontos szerepe a biofilm védelme a kedvezdtlen
fizikai, kémiai kornyezeti hatdsokkal szemben, dgymint, kiszaradds, hohatds, kémiai fertStlenités,
mechanikus tisztitds. Erre példa a szdmos szakirodalom 4ltal emlitett, a biofilmek
fertétlenitoszerekkel szembeni rezisztencidja (Krysinski et al., 1992; Frank & Koffi 1990;
LeChevallier et al., 1988; Evans et al., 1991).
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3.2.3. A biofilmek hasznositasa

A biofilmek hasznos tulajdonsigait szdmos ipardag is kiakndzza. A természetben el6forduld
biofilmek kozrejatszanak a vizek mindségének fenntartdsdban. Az itt el6fordulé mikrobdk segitik a
toxikus anyagok biodegradalédasat. A biofilmek szerves anyag megkotd képességét az ontozésre
hasznélt szennyvizek tisztitdsdban is kihaszndljdk (Fuchs et al.,, 1996). A természetes mddon
immobilizalt mikrobasejtek a bioreaktorokban is haszndlatosak, ezzel novelhetd a fermentici6
hatékonysdga és stabilitdsa. (Demicri et al., 1993a, b; Demicri & Pormetto, 1995; Pakula &
Freeman, 1996) Az ipari gyakorlatban a biofilmet alkoté6 mikrobdk ecetsav-, etanol illetve
poliszacharid képzd tulajdonsdgat is hasznositjak. (Macaskie et al., 1995). A gasztrointesztinalis
traktusban természetesen el6forduld tejsav baktériumok és Bifidobacterium fajok éltal képzett
biofilmek mintegy védoréteget képeznek a patogén baktériumokkal szemben. Amennyiben kelld
szdmban jelen vannak, segitik a bélflora egészséges egyensilydnak fenntartdsit. (Fuller, 1989;

Kumar & Anand, 1998).

3.2.4. A nem kivanatos biofilmek és jelentéségiik az élelmiszeriparban

Az élelmiszeripar mindennapos higiénés feladatai kozott jelentds szerepe van a nem kivanatos
biofilmek ellen val6 kiizdelemnek. Biofilmek el6fordulhatnak barmely zart rendszerben:
tartdlyokban, csdvezetékekben, CIP rendszerekben. Jellemzdéen azokon a pontokon, ahol az
dramldsi sebesség csokken, illetve amely helyek a tisztitds- fertStlenités sordn nehezebben
elérhetdek igy pédaul tartdlyokban, hécserélokben, csbhajlatokban, tomitések mentén, mintavételi
pontokban, holtdgakban, membranok, sziirdk feliiletén. A gyakorlatban ilyen, zart csGvezetékekben
megtapadt biofilmekkel taldlkozhatunk a gydgyszeriparban, ionmentes viz és desztillalt viz
rendszerekben (Jelenik-Nikolics, 2001), az élelmiszeriparban hasonl6 mdédon, thermofil
Streptococcusok okozhatnak gondot tejipari csévezetékekben (Flint et al, 1997). Az
ivévizrendszerekben jelen 1évo biofilmekrdl szamos szakirodalom beszdmol (Mackay et al., 1999;
Momba & Binda, 2002; Park et al., 2001; Van der Kooij et al., 1982).

A biofilmek az élelmiszeripari termeld iizemek berendezéseiben igen stilyos higiénés problémat,
termékkarositist okozhatnak, korokozok esetében pedig akdr az élelmiszerbiztonsagot is
fenyegethetik. Ilyen, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Campilobacter jejuni és
Eshericia coli O157:H7 altal képzett biofilmrol szamol be az élelmiszeripar teriiletérél Kumar, C.G.
és Anand (1998). Fontos megemliteni, hogy nem kizardlag a zart termeld rendszerek belsejében
kialakult biofilmek jelentenek veszélyforrast. Jelentds rizikéfaktor a termel6é kornyezetben, a
mindennapi tisztité-fertStlenitd takaritds ellenére is sokszor jelen levd biofilm is. Romldst okoz6

Pseudomonas fajokat izoldltak az élelmiszer feldolgozd kornyezetben; lefolydkon, padlékon,
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gylimolcsokon, zoldségeken, hasok feliiletén, melyek biofilmet képeznek akar Listeria, Salmonella
és mdas patogén fajokkal egyiitt (Chemielewski & Frank, 2003). Ivovizet felhasznal6
élelmiszeriizemekben az ivévizrendszerekben kialakult biofilmekbe bedgyazddott patogén illetve
fakultativ patogén baktériumok, igy Escherichia coli, Legionella pneumophila, Aeromonas,
Pseudomonas, Mycobacter, Klebsiella, Campylobacter spp illetve Helicobacter pylori potencidlis
élelmiszer biztonsagi veszEélyforrassa valhatnak (Mackay et al., 1999; Park et al., 2001; Buswell et
al., 1998; Wadowsky et al., 1982; Burke et al., 1984; Armon et al., 1997; Momba et al., 2000).
Helmi és munkatarsai (2008) arrdl szdmolnak be, hogy patogén virusok és protozoonok is képesek
bedgyazddni az ivdovizrendszerben kialakult biofilmekbe és abbdl akar 34 nap elmdltaval is
kimutathatdak.

A termék veszélyeztetése mellett a biofilmek jelentds gazdasigi tényezdk is. Hdocseréldkben,
hitétornyokban megtelepedett biofilmek a hdatadast csokkentd hatdsuk kovetkeztében kodzvetlen
pénziigyi kart okoznak (Lehmann et al., 1992). Vizrendszerekben, keringtetett csérendszerekben az
aramlds sebességét csokkentik, szlir6rendszerekben a membrianok eltomddéséhez majd
atszakaddsdhoz vezethetnek, metabolikus termékeik pedig a fém feliiletek karosoddsdhoz,
rozsdasodashoz vezethetnek (Costerton & Lappin-Scott, 1989).

A biofilmek inaktivdldsa igen nehéz, a feliilleten megtapadt sejteknek akar 500-szoros ellendllasa
tapasztalhaté az antimikrobds szerekkel szemben (Jelenik-Nikolics, 2001), a feliilethez val6 erds
kotodésiik pedig az elhalt sejtek eltavolitasat is jelentésen megneheziti. A nem kelléen hatdsos
biofilm eltdvolitds sordn az EPS illetve az elhalt sejtek a feliilleten maradnak, melyek szerves
anyagként taptalajul szolgdlhat, illetve kedvezd feliiletet ad djabb mikrobidk megtapaddsira. A
biofilm inaktivdldsandl tehdt olyan mddszert kell taldlni, mely nem csak elpusztitja, de el is tavolitja

a feliletrol az ott kialakult biofilmet.

3.2.4.1.A biofilmek detektalasa

A biofilmek detektdldsa a szilard felszinhez valé erés kotédés miatt a mindennapos €lelmiszer
mikrobioldgiai gyakorlatban problémat okozhat. A zart, keringtetett rendszerekben kialakult biofilm
a rendszeresen vett mintdk esetében nem minden alkalommal mutat magas csiraszdmot. Jellemzd,
lehet azonban egy-egy kiugréan magas érték, mely az dramldsi viszonyok hirtelen megvéltozasa
kovetkeztében egy biofilm-darab leszakaddsabol eredhet. Ezt a jelenséget kihasznalva a biofilm
detektdlasdra hasznos lehet a mintavételt megel6zden atmenetileg turbulens dramlést eldidézni.
(Jelenik-Nikolics, 2001).

A biofilmben jelenlevé mikroba morfoldgiailag is kiilonbozhet a planktonikus sejttél. Elofordulhat
Gram-festésbeli eltérés, valamint P. aeruginosa esetében kozel 50 %-os méretcsokkenést is

észleltek, ami kiilondsen veszélyes, hiszen igy a mikrobédk a 0,2 wm-es pérusi membrinsziirdn is
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atférnek (Jelenik-Nikolics & Lévai, 2000; Kumar & Anand, 1998). A detektdlds eredményességét
csokkenti az is, hogy szdmos biofilmet alkoté6 mikroba a kedvezétlen kornyezeti hatdsok miatt
(kevés tdpanyag, hohatds, kedvezétleniil hideg kornyezet vagy kémiai anyagok) nehezen vagy
egyaltalan nem tenyészthetové vélik. A tenyésztési eljardsok mellett {gy nagy teret kapnak a
kiilonbozd in situ, mikroszképos moddszerek, ugymint epifluorescens mikroszképos, szkenning
elektronmikroszképos, atomi erd mikroszkép (Kumar & Anand, 1998). Szintén az epifluoreszcens
mikroszkop biofilmek vizsgédlatara val6é alkalmazdsarél szamolnak be Wirtanen és munkatirsai
(1996) illetve Strathmann és munkatérsai (2002). Az epifluoreszcens- valamint a pasztaz6 elektron
mikroszkdp haszndlata a biofilmek vizsgdlatdban elterjedt. (Cloete & Jacobs, 2001; Strathmann et
al., 2002; Camper et al., 1999) Ezek mellett szdmos mds mikroszképos technikdrdl szimolnak be
Surman és munkatérsai (1996), igymint Hoffman moduldciés kontraszt mikroszkép, Differencidlis
interferencia kontraszt mikroszkopia, pdsztizé elektron mikroszkdpia, transzmisszids elektron
mikroszkdpia, atomi er0 mikroszképia, pdsztdzé6 konfokdlis 1ézer mikroszképia illetve
kornyezetszimulacids pdsztazé  elektronmikroszkopia. Bizonyos mikroszképos —technikdk
alkalmazasakor feltétleniil sziikséges a biofilmek festése. Erre tobb mddszer is hasznalhato,
kiilonbozo festékek vannak a sejtek, valamint az EPS matrix lathatéva tételére. Fluoreszcens
festékekkel jelolt lektinek (fluoreszcein izotiociandttal jelolt concanavalin-A, concanavalin-A488
illetve tetrametil rodamin izotiocianattal vagy Alexafluor 488-al jelolt buzacsira-agglutinin) az EPS-
ben taldlhaté szénhidratokhoz kotddnek, igy a mintat epifluoreszcens, vagy pasztazé konfokalis
lézer mikroszképpal vizsgdlva az EPS lathatéva vélik. (Strathmann et al., 2002; Hassan et al.,
2002). AZ EPS mellett a biofilmet alkoté sejteket is megfesthetjiik kiilonb6zo festékekkel, mint
példaul az akridin naranccsal (Surman et al., 1996). Camper és munkatarsai (1999) a fent emlitett
mikroszképos technikdk mellett molekuldris moédszerek haszndlatir6l szamolnak be, igy a
nukleinsav festésérdl vagy fluoreszcens anyaggal illetve radioaktiv anyaggal vald jel6lésérdl illetve
in situ hibridizaciérdl. Ezek a médszerek a biofilmet alkotd sejtek metabolikus aktivitdsardl is képet
adhatnak.

A fent emlitett in situ mddszerek elénye, hogy a feliileten kialakult biofilmet kozvetlen képes
vizsgélni, hatranya azonban hogy azt a rendszerbdl ki kell emelni, igy a hasznalati jelentésége olyan
helyszinekre limitalt, ahol beépithetd és onnan konnyen kiemelhetd prébafeliiletek a rendszer
megzavardsa €és mikrobioldgiai rizik6 nélkiill alkalmazhatéak. Alacsony tdpanyag tartalmu
rendszerekben, mint példaul a pl. vizrendszerek jol alkalmazhaté monitoring rendszer lehet a TOC
(Total Organic Carbon) illetve DOC (Dissolved Organic Carbon) mérése. Szamos publikicié
szerint azonban ezek a mérések ellentmondésos eredményeket adhatnak (Delille et al., 2007; Van
der Kooij et al., 1982). A legijabb szakirodalmi publikaciok (Delille et al., 2007; Quiles et al.,
2010) az ATR-FITR (Attenuated Total reflectance-Fourier Transform Infrared) spektroszképia
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sikeres alkalmazdsardl szdimolnak be laboratériumi modell koriilmények kozott. Bar a modszer még
fejlesztést igényel, nagy eldonye hogy a zart rendszereket egy egyszerii by-pass megoldassal

helyben, valds idoben tudja monitorozni.

3.2.4.2.A biofilmek antimikrobas szerekkel szembeni rezisztenciaja

A biofilmet alkotd, feliilethez tapad, EPS maétrixba bedgyazddott sejtek antimikrobds szerekkel
szembeni ellendlldsa szignifikdnsan nagyobb a planktonikus sejtekénél (Frank & Koffi 1990;
Krysinski et al., 1992; Kim et al., 2007). Ez tobb tényezére vezethetd vissza, melyek koziil a
legismertebb az EPS mechanikus védelme. A biofilm maétrixot dsszetartd poliszacharidon keresztiil
a fert6tlenitszerek csak lassan vagy egydltalan nem képesek édtdiffundalni. Ehhez jarul hozzé az a
koriilmény, hogy a biofilm belsejében €hezd édllapotba 1évo, csokkent anyagcserét folytatd sejtek a
toxikus anyagokat is lassabban veszik fel (Evans et al., 1991). A sejtek elhelyezkedése is
magyarazatot ad az antimikrobds szerekkel szembeni rezisztencidra. A feliilettel érintkezd sejtek
ugyanis csak a kiilso feliiletiikkel érintkeznek az Oket koriiloleld mikrokornyezettel, a szilard
feliilettel érintkezd résziikk nem. Ezeket a sejteket a szildrd feliiletrdl eltdvolitva a rezisztencia nem
észlelhetd (Frank és Koffi, 1990). A fenti elméletet tdmasztjak ald Kim és munkatarsainak kisérleti
eredményei (2007). Publikacidjukban 13 kiilonb6z6, kereskedelemben kaphaté fertétlenitOszer
hatékonysdgdt hasonlitjdk 0ssze Enterobacter sakazakii torzsoldata ellen szuszpenzidban,
rozsdamentes acél feliletre szaritva, illetve szintén rozsdamentes acél feliileten kialakult biofilm
esetében. Mindegyik, dltaluk vizsgélt fertStlenitOszer a szuszpenzids tesztben mutatta a legnagyobb
és a biofilm esetében a legkisebb hatékonysdgot. Szintén a biofilm illetve a planktonikus sejtek
fertotlenitoszerekkel szembeni érzékenységében mutatkozd kiilonbségre mutatnak rd Wirtanen és
munkatdrsai (2001). Tanulmdnyukban kiilonb6z6 hatéanyagii fertOtlenitdszereket vizsgdlva a
szabadon lebegd Pseudomonas sejtek ellen a tenzid illetve peroxid hatéanyagu fertdtlenitszer, mig
a Dbiofilm inaktivdldsira a peroxid és a klor hatéanyagi fertdtlenitdszer bizonyult a
leghatékonyabbnak.

LeChevallier, és munkatarsai. (1988) a hipoklérossav és a monokléramin biofilm roncsold hatdsat
vizsgdlva megéllapitottdk, hogy mig a monokléramin képes behatolni a glikokalixon keresztiil a
biofilm belsejébe, addig a hipoklérossav erre nem képes. Igy a monokléramin esetében 100-szoros,
a hipoklérossav esetében 3000-szeres rezisztencia mutatkozott a feliilethez kotott mikrobakndl a
planktonikushoz képest. Dhaliwal é€s munkatérsai (1992) szintén kimutattak, hogy a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis és Listeria monocytogenes planktonikus sejtjeihez
képest a kiilonboz6 szilard feliiletekhez (PVC, teflon, plexi, fa, gumi, rozsdamentes acél) tapadt

sejtek emelkedett rezisztencidjat mutattak. Hasonlé eredményekrdl szamol be Mosteller és Bishop
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(1993) Pseudoonas fluorescens, Yersinia enterocolitica és Listeria monocytogenes Teflon illetve

gumi feliilethez tapadt biofilmjét és planktonikus sejtjeit kiillonbozo fertdtlenitdszerekkel kezelve.

3.2.4.3. A biofilmek inaktivalasa

A biofilmek inaktivéldsa és eltavolitdsa nagy nehézséget okoz az élelmiszeriparban, az antimikrobas
szerekkel szemben kialakult nagyfoku rezisztencia valamint az EPS feliilethez val6 erds tapadasa
miatt. A nem kell6en hatékony fert6tlenitod €s tisztito eljarasok utidn az elpusztitott sejtek illetve az
EPS a feliileteken maradva kivadlo tdptalajt és konnyli megtapaddsi feliiletet nydjtanak a
planktonikus sejteknek, ezzel eldsegitve az udjabb biofilm gyors kialakuldsat. A hatdstalan
fert6tlenitd eljards utdn a feliileten maradt vékony biofilm réteg illetve az €16, de nem tenyészthetd
sejtek idOvel regenerdlédhatnak, és a feliileten taldlhatd tdpanyagokat hasznositva tjabb biofilm
képzddése indulhat el, az adott kémiai szerrel szemben most mar akdr rezisztens mikrobidta
kialakulasaval (Zottola & Sasahara, 1994; Hood & Zottola, 1995).

A biofilmek inaktivalasa torténhet kémiai, fizikai, médszerekkel, bioldgiailag aktiv szerekkel illetve
ezen eljarasok kombindldsaval.

Biofilmek inaktivdldsa kémiai médszerekkel:

A fentiekben részletezett okok miatt a biofilmek elleni kiizdelem sordn nem elégedhetiink meg a
hagyomanyos tilél6 sejtszam vizsgédlatok eredményeivel. El6fordulhat, hogy a biofilmet 6sszetartd
EPS illetve hagyomanyos modszerrel nem kimutatathatd, €16, de nem tenyészthetd sejtek maradnak
a feliileten. Ilyen, eredménytelen biofilm inaktivaldsrdl szdmolnak be Meiller és munkatarsai (1999)
publikacidjukban. Fogészati vizrendszer fertotlenitési kisérletiikben harom kiilonb6z6 hatéanyagi
fertétlenitoszert alkalmaztak, Na-hypokloritot, glutdraldehidet és izopropil alkoholt. Béar a
fert6tlenités utdni mintdkban nem sikeriilt tdléld mikroorganizmust kimutatni, a feliiletek
mikroszképos vizsgédlatival megdallapithatévd vélt, hogy a biofilm madtrixot a szerek nem
tavolitottdk el. Az ismételt mikrobiol6giai mintdzdsok méar masnap kimutattak €16 sejtszamot, 15
nap elteltével pedig a biofilm ismét felépiilt, a Kontrollal megegyezd €I0 csiraszamot tapasztaltak.
Mas szakirodalmi adatok szintén arrdl tesznek tandsagot, hogy P. fluorescens, L. monocytogenes és
B. subtilis biofilmet 12 %-os hipoklorit oldattal 30 perc alatt sikeriilt ugyan inaktivélni, azonban a
kezelés utan is kimutathat6 volt a feliileten a glikokalix matrix. (Wirtanen et.al. 1992).

A Dbiofilm szerkezetét, annak emelkedett rezisztencidjat figyelembe véve, a megfeleld
fertotlenitoszer kivalasztasaval, kiillonb6z6 kémiai fertotlenito eljardsok kombinélasdval eredményes
biofilm inaktivélast érhetiink el. Szdmos publikicié emliti az oxidaloészerek EPS polimerizald hatisa
miatti erélyes biofilm eltavolité €s fertdtlenitd hatdsat, igy a perecetsav (Holah et al., 1990), az aktiv
klér (Kumar & Anand, 1998), illetve hidrogén peroxid (Christensen, 1989; Juven & Pierson, 1996)

hasznélataval eredményes biofilm inaktivalast végezhetiink.
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Eziist és réz egyiittes alkalmazasa hatékonynak bizonyult a hitétornyok biofilm elleni védelmében
(Kim et al., 2004), azonban Silvestry-Rodrigez és munkatarsai (2008) az eziist 100 pl/l
koncentraciés koncentraci6ja esetében e fertotlenitd eljards hatdstalansagar6l szamol be. Szintén a
kiilonbozo hatéanyagok kombindcidjara j6 példa Oh és Marshall (1995) kozleménye, melyben a
monolaurin szerves savakkal kombindlt alkalmazasarél szdmolnak be. Wirtanen és munkatdrsai
(1996) pedig a kelatképzokkel, (EDTA) kombindlt ligos tisztitdszerek biofilm eltavolitd
hatékonysagat mutattak ki. A tisztité hatdssal is rendelkezd fertdtlenitoszerekben segédanyagként
gyakran alkalmaznak feliiletaktiv vegyiileteket. Cloete és Jacobs (2001) a kiilonb6z6 feliiletaktiv
szerek biofilm eltdvolité hatdsat vizsgélva a nem ionos feliiletaktiv szert jelentdsen hatdsosabbnak
taldlta az anionoshoz képest. Karpanen és munkatdrsai (2008), a klorhexidin diglukonat
illéolajokkal (teafaolajjal, eukaliptusz olajjal és thymollal) valé6 kombindcidjat vizsgilva
megéllapitottdk, hogy a thymol és klorhexidin diglukondt biofilm inaktivdlé hatdsa egymdssal
szinergizmust mutat, a kombindcié hatékonysdga szignifikdnsan nagyobb, mint az alkotéké
egymagukban.

Kiilonos nehézségekkel kell megkiizdeni abban az esetben, ha az élelmiszeripari lizem szdmara
hasznos starterkultirdkat megérizve kell a karos biofilmeket inaktivalni, eltdvolitani. [lyen esetben
a fert6tlenitd eljardsok szelektivitdsa nem nélkiilozhetd. A Lactobacillus spp. és Staphylococcus
carnosus, mint hasznos mikrobiéta mellett, a Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida és
Listeria monocytogenes biofilmek inaktivalasat tlzték célul Ammor és munkatarsai (2004).
Kisérleteikben megallapitottdk, hogy a kiillonb6z6, az élelmiszeriparban haszndlatos fertStlenitd
eljarasok koziil a leginkdbb szeletivnek, de kelloképpen hatékonynak a monolaurin (0.075% w/v )
ecetsavval kombindlt oldata (pH 4,5) bizonyult.

Biofilm inaktivalas bioldgiailag aktiv szerekkel

Johansen és munkatdrsai (1997) vizsgélatai arra mutatnak, hogy a biofilmek eltdvolitdsdban
segitségre lehetnek bizonyos enzimek. A glukézoxiddz, laktoperoxiddz kombindcié baktericid
hatdsa megfeleld volt S. aureus, S. epidermidis, S. mutans, Ps. fluorescens, Ps. aeruginosa, A.
viscosus, F. nucleatum biofilmek ellen, a feliiletr6l vald eltdvolitds azonban nem jart sikerrel.
Poliszacharid-hidrolizalo enzimek keverékével eltavolitottak a mikrobakat a feliiletr6l, de nem volt
szignifikans baktericid hatds. Az emlitett enzimek egyiittes haszndlatival teljes mikrobaolé és
biofilm eltdvolité hatdst detektaltak.

A tejsavbaktériumok 4ltal termelt nisin alkalmazdsa segithet megel6zni a biofilmek kialakuldsat.
Feliiletre adszorbedlt nisin csokkentette a L. monocytogenes kontaminaciot (Daeschel et al., 1992).
A bakteriocinek élelmiszeripari csomagoldanyagon valé sikeres alkalmazasar6l szimolnak be Ming

és munkatarsai (1997).

22



Biofilm inaktivalas fizikai médszerekkel

Jelenik-Nikolics és Lévai (2000) valamint Jelenik-Nikolics (2001) a biofilm eltavolitas fizikai

mobdszereirdl szaimolnak be. J6 eredményekkel alkalmazhatd a mechanikus biofilm eltavolitds, mely
soran a biofilmmel fert6zott csGvezetéken rugalmas szivacslabdakat pumpélnak at. Zart, keringtetett
rendszerekben a folyadékdram nyirderejét hasznosithatjuk a biofilm inaktivalasdra. A biofilm
magas viztartalma a fagyasztdsos technikdt is lehet6vé teszi, mely sordn lassi fagyasztdssal
nagyméretii jégkristalyok keletkeznek. Felolvasztas utdn a biofilm teljes eltdvolitasa is lehetséges.
Okuno és mukatdarsai (1993) valamint Pothakamury és munkatdrsai (1993) a szuper erds magneses
teret alkalmaztdk sikeresen biofilmek inaktivdldsdra. A pulzél6 elektromos tér alkalmazdsardl is
sikeres kisérletek szamolnak be (Hamilton & Sale, 1967; Castro et al., 1993; Pothakamury et al.,
1993).

Kombinalt biofilm inaktivalasi modszerek

A biofilm inaktivdldsa leghatékonyabban a felsorolt mddszerek kombindcidjdval lehetséges. A
feliiletr6l eltavolitott sejtek kémiai szerekkel szembeni rezisztencidja jelent6sen kisebb, mint a
biofilmet alkotéké. Igy nagy jelentSséggel bir a mechanikus tisztitdssal kombinalt fertGtlenités
(Blenkisopp & Costerto, 1991; Brackett, 1992; Wirtanen & Mattila-Sandholm, 1993; 1994).

A monolaurint nagy hatékonysiggal kombindlta 5 perces 65 C-os hokezeléssel L. monocytogenes
biofilm eltavolitisra Oh és Marshall (1995). Hasonldéan, Antoniou és Frank (2005) sikeresen
hasznélta a hokezeléssel kombindlt lugos tisztitészerekkel vald tisztitist Pseudomonas putida

biofilm eltavolitasara rozsdamentes acél feliletrol.

3.2.4.4. A biofilmek kialakulasanak megelozése

A kialakult biofilmek inaktivdldsa mellett nem szabad megfeledkezniink a megel6zés fontossagarol.
Az tlizem illetve a technoldgia tervezésekor szem eldtt kell tartani, hogy a biofilmek a
legkonnyebben azokon a helyeken alakul ki, melyek tisztitisa nehéz vagy egydltaldin nem
megoldott, zart csovezetékek esetén a csdhajlatok, holtigak a hegesztési feliiletek szamitanak
rizikés helynek. Szintén konnyen kialakul biofilm a hdcserél6k, membransziirdk, szelepek feliiletén.
A csovezetékek, berendezések anyagdnak kivédlasztdsakor szem eldtt kell tartani azok
fertotlenithetdségét, mechanikus tisztitissal, magas hdvel szembeni ellendll6 képességet.
Kiilonbozo, az élelmiszeriparban hasznalatos feliiletek tisztithatosagarél szdmos irodalmi
publikacié taldlhaté. Krysinski és munkatarsai (1992) a rozsdamentes acél feliilet tisztithatosagat és
fertotlenithetdségét szignifikansan jobbnak taldlta a poliészter illetve poliészter/poliuretin feliilettel
Osszehasonlitva. Mas publikacié (LeClercq-Perlat & Lalande, 1994) 4j éllapoti rozsdamentes acél,
polivinil, nylon és iiveg feliiletek tisztithatésdgdban szignifikdns eltérés nem tapasztalt, ugyanakkor

tobbszori mechanikus tisztitds utan a karcol6das a rozsdamentes acél feliiletnél volt a legenyhébb,
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igy itt is bebizonyosodott, hogy a tisztithatésdgit ez az anyag Orzi meg legtovdbb. J6l
alkalmazhatdk az élelmiszeriparban bizonyos, a baktériumok megtapadasat gatlé anyagok. Ronner
és Wong (1993) kiilonboz6 anyagbol késziilt feliiletek baktericid hatdsat vizsgdlva a Buna-n gumit
talaltdk leghatékonyabbnak a biofilm képzodés megeldzésére L. monocytogenes esetében, azonban
az itt megtapadt sejtek ellendllébbnak bizonyultak a fertétlenitOszerekkel szemben, mint a
rozsdamentes acél feliileten kialakult biofilm.

A kémiai tisztito illetve fertStlenitdszerektdl az azoknak nem ellendll feliileteken korr6zid
alakulhat ki, melyek egyardnt csokkentik a fertOtlenités hatékonysdgat, mi tobb idedlis feliiletet
nyUjtanak a biofilmek kialakuldsdnak (Dunsmore et al., 1981). A bels¢ feliiletek rendszeres
ellendrzése, karbantartdsa segithet a feliiletek simasdgdnak megdrzésében. A legkisebb feliileti
érdesség, korrozid, lerakddds, hegesztési feliilet elégtelensége egyardnt a biofilmek kialakuldsédhoz
vezethet.

JOl miikodd tizemekben a rendszeres tisztitds és fertStlenités, karbantartds bir nagy jelentOséggel.
Fontos a megfeleld fertétlenitoszer kivédlasztasa is. Kool és munkatdrsai (1999) nozokdémidlis
legionell6zis el6forduldsat vizsgédlva aktiv  klorral illetve monokléraminnal fertdtlenitett
vizrendszereket miikodtetd korhdzakban arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a legionelldzis
szignifikansan gyakrabban fordult el az aktiv klérral fertdtlenitett vizrendszerekkel rendelkez6
kérhazakban. Ezek a statisztikai eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a monokléramin
hatdsosabb a Legionella biofilm elleni megeldzé fertStlenitésben. Hasonlé eredményekre jutott
Momba és Binda (2002). Az aktiv klér és monokléramin kombindciéjaval alkalmazott ferttlenitést
kovetden a biofilm tdjraépiilését a fenntart6 jelleggel, 0.35 mg 1 -1 koncentriciéban jelen 1€vo
monokléramin megakadédlyozta mind rozsdamentes, mind galvanizalt acél feliileten, mig az aktiv
klér erre nem volt képes.

A kémiai szerekkel szemben kialakulé rezisztencia kialakuldsdnak valdszintiségét csokkenti a
ferttlenitoszerek meghatdrozott rendszer szerinti rotdldsa. Mindemellett a mechanikus tisztitds

sziikségességét nem lehet elégszer hangsilyozni.
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3.3. A penészgombak jelentésége palackozott forras- és asvanyviz eléallitasa soran

A szakirodalmi attekintésem e fejezetében a penészgombdk ivoviz ellaté rendszerekben illetve
palackozott ivévizekben valé eléforduldsardl, potencidlis patogenitasukrol megjelent publikacidkat
igyekszem Osszegezni, kiemelve a penészgombdk jelentdségét a palackozott forrds- €s
dsvanyvizgyartds szempontjabol.

A penészgombak ivovizekben vald jelenlétével az elmult évtized eldtt igen csekély szakirodalmi
publikdcié foglalkozott. Napjainkban megfigyelhetd, hogy az élelmiszer mikrobioldgia figyelme e
téma felé is kezd fordulni, bar az ez irdnyud szakcikkek szdma még mindig igen csekély. Az ivoviz
mikrobioldgidjaval foglalkoz6 szakirodalomban relative kis érdeklédés oka az, hogy a
penészgombdk egészségkdrositd hatdsa ellentétben a jol ismert és sokat vizsgélt patogén
baktériumokéval, vagy virusokéval dltaldban nem jelentkezik azonnal, és nem mutat akut tiineteket.
Ugyanakkor vannak publikdcidk, amelyek beszdmolnak a penészgombdk allergids, krénikus
patogén, hatasardl is (Hageskal et al., 2009; Denning et al., 2006; Jaakkola et al., 2002; Lugauskas
et al., 2004; Schwab & Straus, 2004). A penészgombdk kozvetlen patogenitdsa mellett egy masik,
az élelmiszeripar egyéb teriiletein gyakran vizsgilt terillet a mikotoxinok termelddése. A
kozelmiltig nem volt fellelheté publikdcié, amely a penészgobak ivdovizben valé mikotoxin
termelddését bizonyitotta volna. A legtjabb publikdcidk azonban mar kimutattdk a mikotoxinok
vizben val6 termelddésének lehetdségét is (Criado et al., 2005; Paterson et al.,1997; Russel &

Patterson 2007).

3.3.1. A penészgombak elofordulasa és jelentosége a vezetékes ivoviz ellaté rendszerekben

A fonalas illetve sarjadzé gombdk felszini, illetve felszin alatti vizekben val6 el6forduldsardl
szakirodalmi publikdcidok szdmolnak be, a szerz6k azonban mindenesetben kiemelik, hogy szdmuk
igen csekély, nagysdgrendekkel elmarad az ugyanazon kornyezetben kimutathaté baktériumokétol
(Leclerc & Moreau, 2002). Bar bizonyos gombdk részesei lehetnek a vizes kozegek természetes
mikrobiotdjanak, azonban jelentés hanyaduk a szdrazfoldi kornyezethez adaptilddott, igy
leggyakrabban szerves anyagokbol, f6ldbol, és a leveg6bol mutathaték ki. E gombafajok szamos
alkalommal épp ugy kimutathaték, mind a vezetékes-, mind a palackozott ivévizekben, de
jelenlétiik mindenképpen kornyezeti kontaminacidra utal (Hageskal et al., 2009).

Frankova és Horecka (1995) mérései alapjan, szlovdkiai kuatvizek és vezetékes vizhalozatbol vett
mintdk 44 %-ban volt kimutathaté Cladosporium 30%-ban Penicillium és 4,5%-ban Alternaria
nemzetségekbe tartozo fajok. Nagy és Olson 1982 hasonldan, vezetékes ivoviz hal6zatbol vett
mintdik 28%-4aban Penicillium, 2,5 %-aban Alternaria nemzettségbe tartozé fajokat identifikaltak.

Hinzelin és Block (1985) szintén vezetékes ivoviz hdlézatban Penicillium fajok jelenlétét igazolta a
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mintdik 23%-aban, Cladosporium fajokat pedig a mintdk 4,6%-aban. Hasonldan, lakossdgi ivoviz
rendszerbdl identifikalt fonalasgombakrdl szdmol be szamos mads szerzd is (Goncalves et al., 2006;
Gottlich et al 2002; Hageskal et al., 2006; 2007; 2008; Lahti, 1993; Kanzler et al., 2007; Niemi et
al., 1982). Hageskal és munkatirsai (2009) altal elvégzett statisztikai elemzés szerint a
penészgombdk el6forduldsa az ivévizekben igen véltozé mértékli lehet. A vizsgalt mintdknak
olykor minddssze a 7,5 szdzaléka mutatott pozitivitdst, de esetenként ez az ardny elérte az akdr a
89%-ot is. Az is kimutathat6, hogy a felszini viz eredetli ivovizekben haromszoros gyakorisaggal
fordul el penészgomba a felszin alatti forrdssal rendelkezokhoz képest. Szintén gyakoribb az
eléforduldsuk a hideg, mint a meleg vizrendszerekben.

A vizellaté rendszerekbdl izoldlt penészgombdk kozott fakultativ patogének, patogének illetve
allergén fajok is el6fordulnak, melyek immunszupresszilt betegeknél stlyos megbetegedést
okozhatnak. Az osléi egyetemi kérhdzban a vezetékes vizrendszer csapjaibol vett mintdk 49 %-a
pozitiv volt A. fumigatus fajra. (Warris et al., 2001). Anaissie és munkatarsai (2002), valamint
Warris és munkatirsai (2001) kimutattdk, hogy a koérhazi mosddkban, tusolds utdn vett
levegdmintdban mind a Fusarium spp. mind az Aspergillus spp. koncentricidja jelentdsen
emelkedett. Szintén kérhazi vizvezetékekben eléfordulé penészgombdk jelentdségére hivjak fel a
figyelmet mas szerzok (Arvanitidou et al., 1999; Anaissie et al., 2001; 2003; Arvanitidou et al.,
2000; Hapcigolu et al., 2005; Panagopoulou et al., 2002; Pires-Goncalves et al., 2008; Warris et al.,
2002). Mindezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a korhazi vizellato rendszerek
nagy szerepet jatszhatnak a nozokémidlis gombads fertézések terjedésében. (Hageskal et al., 2009).
Hasonlé koriilmények kozott a patogének mellett allergén fonalasgombdk, dgymint Aspergillus
fumigatus, Mucor spp., Absidia, Penicillium, Cladosporium, Trichoderma viridae okozhat
bdrirritaciot, allergids asztmdt illetve hiperszenzitiv tiidégyulladdst (Hageskal et al., 2006; 2009;
Denning et al., 2006; Jaakkola et al., 2002; Lugauskas et al., 2004; Schwab & Straus 2004). A
felsorolt szdmos szakirodalmi hivatkozds mindegyike a fonalasgombdk patogenitdsat illetve
allergizal6 hatdsat a borrel vald kozvetlen taldlkozasra illetve a fert6zott aeroszol cseppek valamint
a penészgomba spordinak belélegzésére vezeti vissza. Mindezek mellett meg kell emliteni, hogy bar
nem taldlhat6 egyértelmii szakirodalmi adat a fonalasgombdk allergizalé hatdsara a fertozott
ivovizzel val6 elfogyasztas utan, ez a riziké faktor sem zarhat6 ki (Hageskal et al., 2009).

Az ivovizben jelenlévo fonalasgombdk az egészségkarositd hatds mellett az ivéviz érzékszervi
karositasat is okozhatjak. Montiel (1999) és munkatarsai valamint Nystréom és munkatérsai (1992)
publikacidikban kiilon kiemelik a penészgombak ivovizre gyakorolt karos érzékszervi hatdsat.
Mindezeket figyelembe véve igen fontos szempont, hogy a vezetékes ivovizellatas céljat szolgald a
vizkezelés sordn az alkalmazott fertStlenitd eljardsok a penészgombdk ellen is hatékonyak legyenek.

A rutinszertien alkalmazott klér azonban nem latszik megfelelonek ebbdl a szempontbdl, hiszen a
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szakirodalmi adatok egyértelmiien ramutatnak arra, hogy Cladosporium, Penicillium és Alternaria
fajok gyakran kimutathatéak a klorozott vezetékes vizbdl. A kldr-dioxin illetve 6zonkezelés
azonban hatdsosnak bizonyul (Hageskal et al., 2009). A szintén gyakran alkalmazott UV kezelést
egyes szakirodalmi utaldsok hatdsosnak tartjdk (Kanzler et al., 2007), mig mas szerzok szerint az
UV sugdarzassal szemben a nagy pigment tartalmi penészgombdk rezisztenciat mutathatnak
(Hageskal et al., 2009; Riberio et al., 2006). A korhazi vizellaté rendszerek intézményen beliili
fertotlenitésére a réz illetve eziist ionok alkalmazdsat javasolja Pedro-Botet és munkatarsai (2007),
mig Hageskal és munkatarsai a felhaszndlds helyén torténd szlrést tartja hatdsosnak. Riberio és
munkatérsai (2006) publikidciéjukban arrdl szamolnak be, hogy a 0,4 pm poérusdtmérdjii sziiré a
penészgombadk ellen csak rovid ideig volt hatdsos. A sziirés utdn vett mintdk arra utalnak, hogy azon
a micéliumok datnShetnek és a tdloldalon is képesek sporuldlni. Fontos tehat a sziir6k

hatékonysdginak rendszeres ellendrzése €s azok sziikség szerinti cseréje.

3.3.2. A penészgombak eléfordulasa és jelentésége a palackozott forras- és asvanyvizekben

A penészgombdk palackozott ivovizben vald eléfordulasardl kevés szakirodalmi adat lelhetd fel. A
szabad szemmel is lathaté penészfonalak esetenkénti jelenléte a kereskedelemben kaphat6
palackozott ivévizekben azonban egyértelmiivé teszi a fonalasgombék termékkarosité hatdsit. E
termékek mikrobiolégia vizsgalata sordn az is vildgossd vélt az élelmiszer mikrobiolégusok
szdmara, hogy a palackozott ivévizekben el6fordulé termékkarosité penészek patogének, fakultativ
patogének illetve mikotoxin termeldk is lehetnek. Arra is fellelhetdk szakirodalmi adatok, hogy a
szemmel nem észlelhetd termékkarositds esetén is el6fordulnak fonalasgombak mind a palackozott

forras- és dsvanyvizekben mind a vizkezelésen atesett palackozott ivovizekben is.

3.3.2.1. Penészgombak a palackozott forras- és asvanyvizekben

Cabral és munkatarsai (2002) tobb 1épésben, Osszesen 126 palack szénsavmentes dsvanyvizet
vizsgéltak, melyek egy részében szemmel lathaté micélium novekedés volt tapasztalhaté. Azokban
a palackokban, melyekben szabad szemmel ldthat6é telep mutatkozott, a mintdk 50 %-ban volt
kimutathaté Cladosporium cladosporoides, 46%-ban Penicillium spp. és 21%-ban Alternaria
alternata. A palack falara tapad6 telepbdl kizardlag Cladosporium cladosporoides volt kimutathato,
a tobbi fajra a szabadon lebegd, felhdszeri képlet volt a jellemzd. A szabad szemmel lathatd penész
telepet nem tartalmazé mintdkndl az ardny hasonl6 volt, a mintdk 33-46%-aban Penicillium, 17-
32%-ban Cladosporium volt kimutathaté. A kimutathaté penészgomba szam meglepden kicsinek
bizonyult, a legnagyobb érték a 70 TKE/100 ml volt. Ez az eredmény is tiikkrozi azt a jol ismert
tényt, hogy a kimutathat6 penész szdm nincsen minden esetben korreldciéban a termékkdrositas

mértékével (Hageskal et al., 2009). Cabral és munkatarsai (2002) fent részletezett eredményeihez
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igen hasonld tapasztalatokrél szdmolnak be Fujikawa és munkatdrsai (1997), akik Tokidban
kaphat6 palackozott dsvanyvizet vizsgilva a legnagyobb szamban Penicillium-ot, majd sorrendben

Acremonium-ot és Cladosporium-ot izolaltak.

3.3.2.2. Laboratoriumi koriilmények kozott beoltott penészgombak tilélése, szaporodasa a
palackozott forras- és asvanyvizekben

A kereskedelemben kaphaté palackozott forrds- illetve dsvanyvizben valé penészek szdmszer(i
meghatdrozdsa és identifikdldsa mellett a laboratériumi koriilmények kozott beoltott penészek
tulélésének vizsgdlatara is fellelhet6k szakirodalmi publikdcidk. Fujikawa és munkatdrsai (1999)
olyan Penicillium spp és Cladosporium spp. torzseket haszndltak fel kisérleteikben, melyek
kordbban szemmel lathat6 telepet képeztek kereskedelemben kaphaté palackozott dsvanyvizben.
Kisérleteik sordn a penészgombdkat sterilre szlrt, illetve nem sterilezett, szénsavmentes dsvanyvizet
tartalmazé palackokba oltotta. Eredményeik az autochton mikrobidta penész gatld hatdsardl tesznek
tandbizonysagot. A nem sterilezett palackokba oltott penészek ugyanis nem mutattak sem telepszam
novekedést, sem szemmel lathaté micéliumképzést a palackokban. Ezzel szemben a beoltés elott
sterilre szlirt svanyvizet tartalmazé mintdkban mind szemmel lathaté micélium képz6dés, mind €16
penészszam novekedést tapasztaltak.

Criado és munkatarsai (2003) a PET palackokbdl kiold6dé szerves anyagok szénsavmentes
dsvanyvizet tartalmazé palackokba oltott P. citricum, A. alternata illetve C. cladosporioides
szemmel lathaté micéliumképzésére gyakorolt hatdsar6l szdmolnak be. A palackok egy részét
eldinkubaltak, azaz 5 honapon keresztiil taroltak, igy ezekben az dsvanyvizekben megnovekedett a
PET palackbdl kiolddodott szerves anyag. A beoltds elott eldtarolt palackokban a penészgombdk
kordbban képeztek szabad szemmel ldthaté micéliumokat, mint a beoltds el6tt nem tarolt
palackokba oltott penészek.

Az emlitett kisérleti eredmények ismét ravildgitanak az autochton mikrobiéta jelentdségére,
masrészt felhivjadk a figyelmet a csomagoléanyag megvélasztdsanak fontossidgara, valamint a

taroldsi id6 csokkentésének jelentdségére.
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3.3.2.3. A palackozott forras- és asvanyvizekben eléfordulé penészgombak patogenitasa,
mikotoxin termelése vizben

Szamos alkalommal izolaltak olyan Aspergillus és Penicillium fajt a palackozott forras- és
asvanyvizekbol, melyekrdl régéta kozismert, hogy megfeleld koriilmények kozott mikotoxint
képesek termelni élelmiszerekben. Arrél is beszdmolnak szakirodalmi publikdcidk, hogy a
penészgombdk novekedése ill. szaporoddsa €s a mikotoxinok termelddése nem feltétlen jar egyiitt,
mivel ez utébbihoz gyakran specidlisabb koriilmények sziikségesek. (Egmond & Speijers, 1999).
Taldn éppen ezeken az elméleteken alapult az az 4ltaldnos nézet, hogy bér toxintermelésre is képes
penészgombdk idérdl idére kimutathaték az ivovizekben, forrds- és dsvanyvizekben, azok vizben
mikotoxint mégsem képesek termelni.

Mindezek ellenére fellelhetd olyan szakirodalmi adat is, mely a mikotoxinok termelddésérdl szamol
be palackozott ivovizbdl illetve viztirold tartdlyokbdl. Paterson és munkatdrsai (1997) Aspergillus
Sflavus altal termelt aflatoxint mutattak ki hidegvizes tdrolétartalybol. Russel és Patterson (2007)
publikacidjukban kis mennyiségli zearalenon termelddésérél szamol be ivovizbe oltott Fusarium
graminearum esetében. Criado és munkatdrsai (2005) pedig Penicillium citrinum fajjal beoltott
palackozott szénsavmentes dsvanyvizbol 5 hénapos tarolasi id6 utdn citrinint mutattak ki.

A fent emlitett szakirodalmi adatok mellett meg kell emliteni, hogy a vizben termelt mikotoxinok
mennyisége altaldban kicsi, és az a kozeg természeténél fogva nagymértékben higul. A fertdzott
vizekkel valé akar kis mennyiségii mikotoxin rendszeres fogyasztidsa azonban hosszitavon

mindenképpen egészségkarositd hatést érhet el.

3.3.2.4. Penészgombak altal okozott termékkarositas a palackozott forras- és asvanyvizekben
A penészgombdk 4ltal okozott legszembetiindbb termékkarositds a palackozott forrds- illetve
dsvanyvizekben a szabad szemmel ldthaté micélium. A penésztelep kialakulhat a csomagoléanyag
falara tapadva, azaz a palack feliiletén illetve a vizben lebegd, felhdszerti képletet is alkothat. Az
ilyen megjelenésii termék a fentiekben részletezett potencidlis egészségkarositas veszélye mellett
erds viszolygdst kelt a fogyasztoban €s nagymértékben rontja a méarka irdnti bizalmat, igy a gyartd
szempontjabol hosszd tdvd negativ hatdsa is van. Ilyen, lathaté micéliumok képzodésével jard
penészgombds termékkarositisrél szamolnak be Cabral €s munkatarsai (2002), Fujikawa és
munkatarsai (1997).

A penészgombdk masik, szintén erds, érzékszervi termékkarositisa, a vizualis megjelenés mellett a
kedvezStlen aromaanyagok termelése. Igy példdul ivévizre gyakorolt kedvezétlen hatdsrél
szamolnak be Montiel és munkatirsai (1999) valamint Nystorm és kollégai (1992). Bar e két
emlitett publikdcioban a penészgombdk déltal okozott dohos, fanyar, keserii illetve ,sar {z” a

vezetékes ivovizekben fordul eld, nem zarhat6 ki a penészgombak ilyen irdnyu termékkarositasa,
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ezzel a nemkivdnatos izhiba megjelenése a palackozott forrés- illetve d4svanyvizeknél sem. Kikuchi
és munkatarsai (1981) valamint Mattheis és Roberts (1992) a fold-izért és szagért felel6s geozmin
penészgombak daltali termelddését talaltdk igazoltnak. Szintén penészgombdikra visszavezethetd
kiilonbozo idegen szagokrdl szamolnak be Ezeonu és munkatdrsai (1994) valamint. Kamiski és

munkatarsai (1974)

3.3.3. A penészgombak kimutatasara és mennyiségi meghatarozasara iranyulé modszerek és
azok korlatai
A penészgombdk élelmiszerbdl torténd kimutatdsira, identifikdcidjara haszndlatos modszerek
szdmos kérdést vetnek fel.
A fonalasgombdk kimutatdsaval, szdmszerGsitésével kapcsolatos egyik legismertebb probléma az,
hogy eléforduldsuk a termékben soha nem homogén. A probléma megolddsa a homogenizélds, mely
célbol a folyékony kozeg esetében erds keverést, illetve palackozott termékek esetében razast
alkalmazhatunk. Ezekkel a médszerekkel a fonalasgomba el6forduldsa ugyan jéval homogénebb
lesz, de a micéliumok toredezése révén igy nagyobb telepszdmot kapunk. A homogén eloszlis
elérése utdn a tradiciondlis tenyésztéses modszerek haszndlata esetén membranszirést, taptalaj
lemezontést illetve feliileti szélesztéses technikat is haszndlhatunk. Mindegyik esetben egyarant
felmertil a taptalaj illetve a tenyésztési hdmérséklet kérdése. Taptalajként a nagy tdpanyagtartalmu
Sabouraud dextréz agart (Hapcigolu et al., 2005), Sabouraud maltéz agart (Kanzler et al., 2007)
MEA agart, (Niemi et al., 1982) alkalmaznak, melyek nem gétoljdk a penészgombdk ndvekedését.
Mas szerzOk olyan taptalajt alkalmaznak, melyek a taptalajt gyorsan benovd penészek novekedés
gatlasaval a szamlélast segitik, {gy példaul a 18% glycerol tartalmi DG18 agart (Hageskal et al.,
2007) illetve a kisebb tdpanyagtartalmi CMA/2 agart (Goncalves et al., 2006). A konvenciondlis,
tenyésztésen alapulé moédszerek kovetkezd felmeriild kérdései az inkubéciés hdmérséklet illetve
inkubécids id6.
Az inkubdciés id6 altaldban hosszi, 120 6ra, mivel azonban szdmos penészgomba hajlamos az
erdteljes novekedésre, ajdnlatos a tdptalajt 24 Oranként ellendrizni és a keletkezett telepeket
szamlalas utan eltdvolitani, majd a tiptalajt tovabb inkubalni (Hageskal et al., 2009).
A homérséklet megvalasztisanal mindig tekintettel kell lenni a kimutatni kivant penészgomba
novekedési, ill. a sporuldcids hdoptimimara, mely kiilonosen fontos a faj szintii identifikalas esetén.
Mindemellett fontos megemliteni, hogy egyes penészfajok nem sporuldlnak, igy esetiikben a faj
szintli meghatdrozds morfoldgiai médszerrel nem lehetséges. A DNS alapd molekuldris technikak
alkalmazasa ezzel szemben nem igényel sporuldlé, de még €6 telepet sem, haszndlatuk jelentosen

gyorsitja és pontositja az identifikéldst, de nem szabad megfeledkezniink azonban, hogy a

/////
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4. MODSZEREK

4.1. Pseudomonas torzsek altal képzett statikus biofilmek vizsgalata vizszintes helyzetii

rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten

4.1.1. Mikroorganizmusok
A biofilm vizsgélatainkhoz 2, a palackozott ivovizgydrtds sordn jelentds torzzsel dolgoztunk.

o  Pseudomonas stutzeri CC B 21: felszin alatti, élelmiszeripari viznyerd helyrdl izolalt torzs

e  Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 torzsgyiijteményi torzs
A Pseudomonas aeruginosa fakultativ patogén, szakirodalmi adatok szerint kivélé biofilm képz6
tulajdonsaggal rendelkezik. Az dsvanyviz mindségi kovetelményeit tartalmazé 65/2004. (IV. 27.)
FVM-ESzCsM-GKM egyiittes rendelet alapjdn természetes dsvanyvizben, a forrdsvizben, az
ivovizben, az dsvanyi anyaggal dusitott ivoviz €s izesitett viz 250 ml-ében nem lehet jelen. Ezzel
szemben a Pseudomonas stutzeri jelenlétét a palackozott forrds- és dsvanyvizekben a fent emlitett
rendelet nem tiltja, a viznyerd helyekben és az élelmiszeripari vizrendszerekben el6fordul. Egyes
szakirodalmi forrdsok azonban a Pseudomonas stutzerit is fakultativ patogénként tartjdk szdmon
(Kose et al., 2004; Lalucat et al., 2006; Lebowitz et al.; 2001, Potvliege et al. 1987). Az altalunk
felhaszndlt torzs egy élelmiszeripari kutfurdst kdvetd elsd6 mikrobiolgiai monitor soran keriilt
izolalasra. Az azonositisa API 20E valmint BBL Crystal segitségével tortént, majd az itt kapott

eredményeket eredményt szekvenalassal erdsitettiik meg.

4.1.2. Pseudomonas torzsoldatok készitése

A Pseudomonas stutzeri illetve Pseudomonas aeruginosa torzseket elsd 1épésben BHI ferde agarra
oltottam, 37 °C —on 24 6réan 4t inkubéltam, majd torzsoldatot készitettem a kovetkezd modon: ferde
BHI agarokat tartalmazé csoveket 6 ml pepton higitéval lemostam, igy nagysdgrendileg 10° TKE/
ml strliségli torzsoldat késziilt. A torzsoldat pontos sejtszimat Thoma kamras szamldlassal és

higitési sor készitése utdn lemezontéssel is ellendriztiik.

4.1.3. Statikus biofilm képzés vizszintes feliileten, BHI taplevesben

A frissen elkészitett torzsoldatot 1000-szeres higitdssal BHI (MERCK 1.10493) taplevesbe oltottam
be, igy 10° TKE/ml kiinduldsi telepszam koncentraciot kaptam. A sejtkoncentricié ellendrzése a
beoltott a tadplevesekbdl késziilt 10-es higitdsi sorral, TGE agarra val6 lemezontéssel tortént.

A statikus biofilm képzési kisérleteinknél a palackozott forrds- és dsvanyviz gydrtdsa sordn

eléfordulé biofilmeket modelleztiikk, igy kisérleteinket az ipari gyakorlatban haszndlatos,
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gyogyszeripari mindségli rozsdamentes acél (Wnr1.4301) kupon feliileteken végeztiik el. A 250 x
750 mm élhosszisagu rozsdamentes acéllemezeket a felhaszndlds eldtt 24 o6rdn at Domestos
fertétlenitoszerben vald 4ztatds utdn mechanikailag megtisztitottam, Oblitettem majd
holégsterilizatorban 180 °C-on sterileztem. A statikuis biofilm modellezéshez steril, 18 cm atmérdjii
Petri-csészékbe 10-10 db rozsdamentes acél lemezt helyeztem dgy, hogy azok ne fedjék egymast,
majd a Petri csészékbe 200 ml beoltott BHI tdplevest ontottem. A Petri-csészéket parafilm félidval
lezartam és mozditds nélkiil szobahdmérsékleten taroltam (melléklet, 26. abra). A masodik héttél
kezdve hetente 50 ml BHI tdpleves hozzdaddsdval pétoltam az elhaszndlt tdpanyagokat, igy idedlis

kornyezetet biztositottam a biofilm ndvekedéshez

4.1.4. Statikus biofilm képzés vizszintes feliileten, szénsavmentes asvanyvizben

Nem idedlis kozegnek kereskedelmi forgalomban kaphaté 500 ml-es szénsavmentes dsvanyviz
szolgélt. A palackokat 5-5 ml frissen készitett 108 telepszam strliségli torzsoldattal oltottam be, igy
itt is 10° TKE/ml kiindul4si telepszam koncentraciot kaptam. A sejtkoncentracid ellenérzése a fent
leirtakhoz hasonl6an, beoltott a palackokbdl késziilt 10-es higitdsi sorral, TGE agarral val6
lemezontéssel tortént.

Steril, 18 cm atmérdji Petricsészékbe 10-10 fent leirt médon eldkészitett €s sterilezett rozsdamentes
acéllemezt helyeztem, majd ezekre 200-200 ml beoltott dsvanyvizet ontdttem (melléklet, 26. abra).
A lemezontéssel torténd €16 telepszdm meghatarozasdhoz itt is kisebb, 10 mm x 35 mm-es
kuponokat haszndltam. A Petri csészéket parafilm félidval lezdrtam és mozditds nélkiil
szobahdmérsékleten taroltam. A masodik héttdl hetente 50 ml dsvanyviz hozzdadasaval pétoltam az

elhaszndlt tipanyagokat.

4.1.5. Biofilmképzés nyomon kovetése akridin narancs festéssel

Az akridin narancs a sejtekben 1évé DNS-hez kotddik, és UV megvildgitds hatdsdra fluoreszkal.
Ezzel a festési eljarassal tehat a feliilethez k6t0do sejteket tehetjiik lathatova. Az akridin narancs
festés eldnye, hogy a feliileten megtapadt sejteket kozvetleniil tudjuk vizsgdlni. Hatrdnya, hogy az
oreg biofilmeknél nehézséget okoz a festés kivitelezése, egyrészt mivel a festékoldat a vastag
biofilm fels6 rétegét eltavolithatja, masrészt a minta igen lassan szarad.

A festékoldat elkészitésekor 0,02 g akridin narancs festéket 100 ml desztillalt vizben feloldottam,
azt hiitészekrényben maximum 1 hétig taroltam. Festés sordn az akridin narancs oldatot automata
pipettaval feleslegben felvittem a mintafeliiletekre, 2 percig allni hagytam, majd desztillalt vizzel

oblitettem. A lemezeket 37 °C —on szaritottam, a mikroszkopos vizsgalatig sotétben tartottam.
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4.1.6. A biofilm EPS kialakulasanak mikroszképos nyomon kiovetése FITC festéssel
Vizsgdlataim sordn szakirodalmi ajanlas (Strathmann et al, 2002, Wingender et al, 2001) nyomén
fluorescein isothiocyanat festékkel jelolt Concavanalin A lectinnel (Sigma, C7642-Concavalin A
type IV - a tovdbbiakban FITC) dolgoztam. A por alaku festékbol foszfat pufferben (pH 7,5) valé
felolddssal 1mg/ml koncentrdciéju torzsoldatot készitettem, melyet fagyasztva tdroltam. A
felhasznalaskor tovabbi 2 higitasi 1€pésben értem el a 10 pug / ml felhaszndlasi koncentraciét. A
festékoldatot automata pipettdval feleslegben felvittem a mintafeliiletekre és sotétben 30 perces
behatdsi id6t alkalmaztam. Ezutdn a lemezeket desztillalt vizzel oblitettem és 37 °C —on szdritottam.
A megfestett lemezeket a mikroszkopos vizsgalatig sététben tartottam.

A FITC festék miikodési elve azon alapul, hogy a Concavanalin A lectin jol kotédik az EPS-ben
taldlhaté szénhidratokhoz (D-(+) gliik6z, D-(+)manndz), a hozzad kotott fluorescein isothiocyanat
festék pedig UV fényben fluoreszkal, igy ezzel a festéssel epifluoreszcens mikroszkép segitségével

az EPS poliszacharid matrixot tudjuk l14that6éva tenni.

4.1.7. Mikroszképos képanalizis

Mindkét altalam felhasznalt festék UV fényben fluoreszkdl. A megfestett, megszaradt lemezeket
Olympus BH2 epifluoreszcens mikroszkoppal 455 nm-en, KB4 valamint EY455 sziir6t haszndlva,
homogén immerzidval vizsgiltam, 100-as nagyitisi, D PLAN APO UV objektivvel. Az elkésziilt
digitélis fényképeket szamitégépen taroltam, majd szinintenzitds alapjan elemeztem.

A mikroszképos képanalizis eredményeinek értékelésénél mindenképpen figyelembe kell venni azt
a tényt, hogy a rendelkezésemre 4ll6 képalkotd rendszer mélységélessége meglehetdsen kicsi, igy a
vizsgélat sordn a biofilmnek csak a legfelsd rétegét vizsgdlhattam, a hdromdimenzids képalkotdsra

ez a rendszer alkalmatlan.

4.1.7.1. Mikroszkopos képek archivalasa

A mikroszképhoz csatlakoztatott DP 10 digitdlis fényképezOgéppel készitettem képeket. A
megfestett lemezek véletlenszeriien kivalasztott pontjar6l kiindulva két latémez6t jobbra majd 1
latomezot lefele haladva, lemezenként 12-12 képet készitettem.

Mindkét alkalmazott festékkel 2-2 parhuzamos mintat festettem meg, €s minden egyes lemezrdl 12

képet készitettem, igy Osszesen 24-24 kép késziilt mintavételenként.

4.1.7.2. Képelemzés
A digitélis fényképek elemzését dr. Gillay Zoltdn altal kidolgozott mddszerrel végeztiik el. Az

elkészitett képeket Mathcad 2001 Professional programmal szamszerisitettik RGB rendszer
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alapjan. Akridin narancsos festés esetén a képek piros (R -red), FITC-vel val6 festés esetén a képek
z0ld (G —green) intenzitdsa alapjan. A kapott adatokat SPSS és Microsoft Excel programokkal
értékeltem ki.

4.1.8. A biofilmek altal bendtt feliiletek fertotlenitése és a biofilmek eltavolitasa

4.1.8.1.Mikroorganizmusok
A biofilm inaktivildsi kisérletekhez a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 torzsgyljteményi

torzset hasznaltam fel.

4.1.8.2.Fertétlenitoszerek

A felhaszndlt fertStlenitdszereket gy valogattam ki, hogy azok reprezentéljdk az élelmiszeripari
gépek és berendezések kornyezetének tisztitdsakor illetve fertétlenitésekor, valamint a fertétlenitd
takaritdsban haszndlt fobb hatéanyagokat. A felhasznalt fertdtlenitészereket a 2. tdblazat 6sszegzi.
A fert6tlenités modellezése soran a biofilmet tartalmazd rozsdamentes acél (Wnr1.4301) lemezeket
a baktérium szuszpenzidbdl steril csipesszel vettem ki és helyeztem a felhaszndldsi koncentraciéra
higitott fertdtlenitdszer oldatba. A fertétlenitést 30 percen 4t szobahOmérsékleten, mechanikus
tisztitds nélkiili dztatdssal modelleztem. A behatdsi 1d6 elteltével a fertdtlenitészerek inaktivaldsa

céljabol a rozsdamentes acél lemezeket steril vizzel oblitettem.
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2. tablazat: A biofilm inaktivalasi kisérletekhez felhaszndlt fertOtlenitOszerek 6sszefoglaldsa

Felhasznalt
Fertdétlenitészer hatéanyag segédanyagok
koncentracio

Dimetilbenzil-kékuszzsir-
Propén diol,
alkil-ammonium klorid,
Biguanid Fliche 2-(2-Butoxietoxi)etanol, 1 %
Koékusz-propilén-diamin-
Alkohol-etoxilat
guanidinacetdt

Glioxal, Dimetilbenzil-

Descosal kékuszzsir-alkil-ammonium  Alkohol-etoxilat 1%
klorid
DisquatL. Quaterner ammonium klorid 1%

) ) Nem ionos tenzid,

Domestos Natrium-hypoklorit 2 %
Natrium-hidroxid

Innofluid TF

Kloér

Nétrium-hypoklorit Kalium-hidroxid 2 %

4.1.9. A biofilmet alkoté sejtek talélésének vizsgalata
A biofilm eltavolitési kisérleteimben a feliileten megtapadt sejtek tilélésének nyomon kovetésére 3
kiilonbozé modszert alkalmaztam. A klasszikus telepszamlaldas mddszerét kiegészitettem a taptalaj
impedimetridjdnak véltozdsdn alapulé RABIT berendezéssel végzett vizsgilatokkal valamint a
feliiletek festés utdni direkt mikroszképos vizsgélatdval. A biofilm kialakuldsat vizsgdld
kisérleteimmel szemben az inaktivéldsi kisérletek sordan az EPS jelenlétét nem vizsgiltam, igy

kizardlag az akridin narancs festést haszndltam.

4.1.9.1. Telepszam meghatarozas lemezontéssel

A lemezontéssel torténo €16 telepszam meghatarozas elénye a relativ olcsé volta, hiszen kiilonleges
berendezést, miiszert nem igényel. Biofilmek (kiilondsen oregebb biofilmek) esetében azonban
nehézségek adédhatnak, mivel a sejteket nehéz az acél kuponrdl levalasztani.

A lemezontéssel torténd telepszdm meghatiarozasiahoz a 10 mm x 35 mme-es nagysagu kuponokat
hasznéltam. A Petri csészébdl steril csipesszel kivett lemezeket 2% Tween 80-nal kiegészitett higitd
folyadékot tartalmazé kémcsobe helyeztem és 2 percig vortexeltem. Ezt kvetden decimdlis higitasi

sort készitettem és 1-1 ml-t iires Petri csészébe pipettiztam majd a mintdkra megkozelitéleg 20 ml,
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50 “C-os TGE téptalajt ontottem €s azt a mintdval dvatosan elkevertem. A kihiilt tdptalajokat a

kiértékelésig megforditott dllapotban 37 °C-on 24 6ran 4t inkubdltam.

4.1.9.2.A biofilmet alkoté sejtek aktivitasanak nyomon kovetése RABIT késziilékkel

A RABIT berendezéssel torténd vizsgédlat elénye, hogy a kuponokat kozvetleniil tudjuk
felhaszndlni, igy a sejtek feliiletrdl torténd levalasztasanak hibalehet6sége elhanyagolhato.

A vizsgélathoz a lemezontéssel vald dsszehasonlithatésdg érdekében szintén 10 mm x 35 mm-es kis
rozsdamentes acél (Wnrl.4301) kuponokat haszndltam. A feliileteket a Petri csészEébdl steril
csipesszel kivettem és kozvetleniil az eldkészitett, 4.5 ml DonWhitley tdptalajt (Don Whitley
Scientific Ltd., Shipley, UK) tartalmazé steril RABIT csdvekbe helyeztem. Mindkét Pseudomonas
torzsnél 37 °C-os, 48 Ords inkubdlast, direkt mérési mddszert haszndltam. A direkt mérési
modszernél a detekcids id6 (Time To Detection — késébbiekben TTD) mutatja azt az id6t, ami alatt
a taptalaj vezetOképességének viltozasa el0szor eléri vagy meghaladja az 5 pS/min-t. Tehat minél
kisebb a TTD, anndl nagyobb a mintdban taldlhat6 €16 sejtszdm. Amennyiben a TTD >48 h, gy €16

sejt nem volt kimutathato.

4.1.9.3.Mikroszkopos vizsgalat (akridin narancs festés), digitalis képalkotas, archivalas
Steril vizes oblitést kovetden a 4.1.5. fejezetben részletezett médon akridin narancs oldattal 2 perces
festést alkalmaztam, majd a lemezeket 37 °C —on széritottam, a mikroszkdépos vizsgélatig sotétben

tartottam.

4.1.10. Mikroszképos képanalizis

A mikroszkopos fényképeket a 4.1.7. fejezetben részletezett médon készitettem és elemeztem.

4.2. Penészgombak szemmel lathaté termékkarositasanak vizsgalata kiilonbozo,

kereskedelemben kaphato palackozott forras- és asvanyvizekben

4.2.1. Vizsgalt palackozott forras- és asvanyvizek

A minta matrix 6sszedllitdsandl szem elott tartottuk a palackozott forrds- és dsvanyviz termékskéla
eurdpai sokszinliségét. Ezek alapjan a termékeket Eurdpa 4 kiilonbdz6 orszdgabdl gyljtottiik dssze,
igy 4 gyartéiizem Osszesen 12 kiilonbozo, a kereskedelemben kaphat6 palackozott ivovizét vontunk
be a kisérletiinkbe. Mintdink kozott egyarant szerepel dsvanyviz és forrdsviz kiilonb6zo
csomagoldanyagban, tugymint PET- illetve {iivegpalack. A termékek d4svdanyi anyag- és

szénsavtartalma is kiillonb6z6. Amennyiben egy adott terméknél kereskedelemben elérhetd volt
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tobbféle kiszerelés, gy a csomagoléanyag maximadlis fajlagos feliiletének elérése érdekében a
legkisebb térfogatit igyekeztiink beszerezni. A vizsgalt palackozott forrds- és dsvanyvizeket

osszefoglalva a 3. tablazat szemlélteti.

3. tablazat: A kisérleteinkhez felhasznalt palackozott dsvany- és forrasvizek osszefoglaldasa

, Atlagos .
, Térfogat, | Atlagos Szén- Asvanyi
Asvanyviz oxigén Mindség
csomagolo- | oldott dioxid anyag
illetve tartalom a pH | megorzési
anyag oxigén tartalom | tartalom
Forrasviz gaztérben idé (hét)
(ppm) (g (mg/l)
(mg/1)
FV1 500 ml PET | 3,615 16,830 0 376,6 7,74 52
Fv2 500 ml PET | 3,187 23,883 0 369,0 7,93 52
AV3 500 ml PET | 2,377 12,663 0 1870,0 7,87 52
AV4 500 ml PET | 2,820 6,177* 0 644,5 7,35 52
AV5S 500 ml PET | 0,747 6,013* 0 627,0 7,49 52
AV6 330 ml iiveg | 3,497 5,010%* 0 627,0 7,30 52
AV7 500 ml PET | 2,137 4,010 6,0 627,0 4.90 26
FV8 500 ml PET | 2,023 4,100 6,0 369,0 6,00 26
Fvo 500 ml PET | 2,417 5,243 4.4 376,6 5,60 26
AVI10 500 ml PET 1,783 7,093 5,2 1870,0 5,32 26
AVl 500 ml PET | 2,297 3,667 6,0 1945,5 5,78 26
1500 ml
AVI12 2,803 4,900 4,0 627,0 5.30 26
PET
FV=forrdsviz;, AV=dsvanyviz * nitrogénparnat alkalmaz6 toltés technoldgia

4.2.2. Oldott oxigén vizsgalat

Az oldott oxigén meghatirozdsit ORBISPHERE 3625 berendezéssel végeztik. A berendezés
analizdtora a lumineszcencia elvén miikodik. A szenzor az aktiv lumineszcens pontot kék fénnyel
gerjeszti, majd a keletkez6 voros lumineszcens fényt méri a detektor. Oxigén jelenlétében a voros
fény utdnvildgitasi ideje megvaltozik. Kalibracios gorbe alapjan az utdnvilagitasi idébol
meghatarozhat6 az oxigén parcidlis nyomadsa.

Oxigén szenzor: O2 Electrochemical Sensor, 2956A membrannal

Az elektronikus oxigén szenzort a lezért palackon, a folyadékszint felett 4tszdrva kozvetleniil a
gaztérbdl mérhetd az oxigén tartalom. A szenzort a folyadékszint ald helyezve az oldott oxigén
mérhetd.
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4.2.3. A termékmintak beoltasahoz hasznalt penészgombak
A kisérleteinkhez kizardlag olyan penészgombdkat hasznaltunk fel, melyeket az azt megeldzd 2
évben a kereskedelemben kaphaté palackozott forrds- és dsvanyvizekbdl izolédltunk, fiiggetleniil
attol, hogy az adott izoldtum az eredeti termékben szemmel lathaté termékkarositast okozott-e.
A vizsgilatokba bevont penészgombadk tehdt az aldbbiak voltak:
e F. oxysporum CC F 36: forrdsvizbdl izoldlt — a forrdstermékben szemmel lathaté
termékkdrositast nem észleltiink
e (. cladosporoides CC F 50: 4svanyvizbdl izolalt - a forrdstermékben szemmel l4that6
romlést okozott
e P. chrysogenum NCAIM F 00837: dsvanyvizbdl izolalt - a forrastermékben szemmel l4thatd
romlést okozott
o A. fumigatus NCAIM F 00673: asvanyvizbdl izoldlt — a forrdstermékben szemmel lathatd

termékkarositast nem észleltiink

4.2.4. Penészgombak szaporitasa

A beoltdshoz haszndlt penészgombdkat Malt Extract Agar-on szaporitottuk. (MEA; Merck
1.05398). A C. cladosporoides CC F 50 valamint a P. chrysogenum NCAIM F 00837 esetében 25
°C-o0s, a F. oxysporum CC F 36 esetében. 28°C-os, az A. fumigatus NCAIM F 00673 esetében

37°C-os, inkubalasi homérsékletet hasznaltunk.

4.2.5. A beoltashoz felhasznalt konidium begyiijtése

A beoltashoz felhasznalt konidium szuszpenzidk eldallitisahoz a penészgombakat Roux-palackban
lévé MEA agarra oltottuk 4t. Mintanként 2 parhuzamos Roux-palackot hasznédltunk. A C.
cladosporoides CC F 50 valamint a P. chrysogenum NCAIM F 00837 esetében 25 °C-os inkubalasi
hémérsékletet, mig a F. oxysporum CC F 36 esetében 28°C-ot, az A. fumigatus NCAIM F 00673
torzsnél 37°C-ot hasznédltunk. Az inkubdciés id0 egységesen 5 nap volt. A konidiumokat steril
vizben, illetve az A. fumigatus NCAIM F 00673 esetében 0.1%-0s “TWEEN 80” oldatban oldottuk
fel, illetve higitottuk a kivant koncentraciéra. A konidium koncentraciét Buerker kamra

segitségével ellendriztiik.

4.2.6. A vizsgalt palackozott forras- és asvanyvizek penészgombakkal val6 beoltasa
A palackozott forrds- és dsvanyvizmintdkat az aldbbi végs6 koncentracidra allitottuk be:
e <10 konidium /100 ml termék

e ~10-50 konidium /100 ml termék
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e ~100-500 konidium /100 ml termék

A beoltds pontos koncentraci6éjat membransziiréssel ellendriztiik.

v

A beoltdsokhoz 3 kiilonbdz0 koncentraciéju, egyenként 200-200 ml-es torzsoldatot készitettiink,

melyek felhaszndldsat a 4. tablazat részletezi:

4. tablazat: A kiilonbdzd koncentracidju penészgomba konidium torzsoldatok felhaszndldsa a

termékmintak beoltasidhoz.

Torzsoldat Beoltashoz Beoltott termék Konidium koncentracio a
koncentracidja felhasznalt térfogat térfogata termékben
8 ul 330 ml
~3.0x 104 _
10 ul 500 ml 10 konidium /100 ml
konidium/ml
30 ul 1500 ml
8 ul 330 ml
~2.0x 103 .
10 ul 500 ml ~10-50 konidium /100 ml
konidium/ml 1
30 ul 1500 ml
8 ul 330 ml
~2.0x 106 ~100-500 konidium /100
10 ul 500 ml
konidium/ml ml
30 ul 1500 ml

4.2.6.2. A termékmintak beoltasa
A vizudlis nyomon kovetés valamint a tdlélé telepszdim meghatiarozasa céljabol készitett
termékmintdk beoltdsa egy idoben, koncentracionként azonos torzsoldatbdl tortént. A 330 ml-es
termékmintdk esetén, annak érdekében, hogy a kisérlet végére is megfelel6 mennyiségli minta élljon
rendelkezésre a tuléld telepszdm meghatirozasdhoz, dupla darabszammal dolgoztunk.
Osszességében az aldbbi mennyiségii termékminta keriilt beoltdsra:

e Vizudlis nyomon kovetés céljdra: 3 parallel palack penészgombdanként és vizmintdnkként,
Osszességében: 432 palack (4 kiilonboz6 penészgomba torzs x 12 féle termékminta x 3
parallel x 3 koncentricid)

o Tulélo telepszdm meghatdrozdsara: mivel a szénsavas termékek esetén minden egyes
telepszam meghatarozashoz kiilon palackra volt sziikség, igy a beoltott minta mennyiség a

kovetkezOképpen alakult:
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o Szénsavas vizmintdk: 648 palack (4 kiillonbozo penészgomba torzs x 3 koncentracid
x 6 féle termékminta x 9 palack a telepszdm meghatarozas kiilonboz6 idépontjaira —
0.,1.,2,3.,4.,6.,8.,10., 12. hét)

o Szénsavmentes vizmintdk: 84 palack (4 kiilonbozé penészgomba torzs x 3
koncentracié x 6 féle termékminta + 12 extra minta a 0.33 ml —es kiszerelés

esetében)

Kisérleteinkhez tehat dsszesen 1164 db palack keriilt beoltasra.

4.2.7. A beoltott palackozott forras- és asvanyvizek inkubalasa

A beoltott termékmintakat termosztat szobaban, szobahomérsékleten (25 °C) on inkubaltuk.

4.2.8. A szemmel lathat6 termékkarosodas vizualis nyomon kovetése

A vizudlis nyomon kovetést dlland6 fény melletti atvilagitdssal végeztikk. A vizudlis nyomon
kovetés teljes idOtartama a szénsavas termékmintdk szavatossigi idejével megegyezden, 26 héten at
végeztik. Ez id6 alatt heti rendszerességgel minden egyes palackot egyenként atvizsgaltunk.

Pozitivnak értékeltiik az apro, illetve a felhOszerii lebegd képleteket.

4.2.9. Tulélé telepképzo egységek szam meghatarozasa

A vizudlis nyomon kovetés mellett a tiléld telepképzo egység szdm meghatdrozasat is elvégeztiik,
arra keresve a valaszt, hogy a tilélo telepképzd egység szdm alatamasztja-e a kapott
eredményeinket.

Ertékelheté eredmények érdekében a beoltott illetve tiléls telepképzd egység szamot a virhaté
értékektol fliggben membransziiréssel illetve lemezontéssel hatdroztuk meg. Abban az esetben, ha a
telepeszam vdrhaté értéke magasabb volt, mint 10%/10 ml, lemezontést (1 ml minta), kisebb
értékeknél membranszarést (10, 20, 50, 100, 250, illetve 500 ml minta) alkalmaztunk (lasd 5. és 6.
tablazatok).

A mintazast az els6 4 hétben hetente végeztilk, majd azt 2 hetes mintavételi frekvencidra
csokkentettiik. Szénsavmentes termékmintdk esetében az €l telepszdm meghatdrozast minden
esetben 20 hétig folytattuk. A nyomon kovetés érdekében termékmintanként ugyanazon palackot
hasznéltuk a vizsgélat végéig. Ez aldl a szabdly aldl a 330 ml-es kiszerelésii termékmintdk voltak
kivételek, mivel a 330 ml nem lett volna elegendd a kisérlet végéig. Ez esetben az elsé palack
kitiriilésével nyitottuk meg a masodik palackot, és abbdl folytattuk a mintazast.

A szénsavas termékmintdk esetében a tiléld telepszim meghatdrozasat 12 hetes intervallumra,

illetve a szemmel l4that6 termékromlds megjelenéséig terveztilk. A C. cladosporoides CC F 50, P.
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chrysogenum NCAIM F 00837, F. oxysporum CC F 36 torzsek esetében a tilélo telepszam a 10-12.
héten egyértelmiien nullara csokkent, igy ezeknél a mintdkndl a membransziirést nem is folytattuk
tovabb a 12. hét utdn. Az A. fumigatus NCAIM F 00673-al beoltott szénsavas termékmintdk
esetében azonban a 12. hét utan is észleltiink tulélo telepszamot, igy a vizsgédlatokat a 26. héten
végzett membranszlréssel kiegészitettiik.

A mintdzdst megel6zéen a homogén mintavétel érdekében a termékmintdkat minden esetben

eroteljesen felraztuk.

4.2.9.1.Talél6 telepképzé egység szam meghatarozas membransziiréssel

A minta mennyiségét az elézetes eredmények alapjan becsiilt varhaté értéktdl fiiggden vélasztottuk
meg (10, 20, 50, 100, 250, illetve 500 ml). A szlirést Sartorius késziiléken végeztiik, 0,45 um-es
pérus atmérdjii membrant haszndltuk. A membrant szlirés utin MEA tdptalajra helyeztiik. Az
inkubdciés homérséklet C. cladosporoides CC F 50, P. chrysogenum NCAIM F 00837, és F.
oxysporum CC F 36 esetében 26-28 °C; A. fumigatus NCAIM F 00673 esetében 37 °C volt. Az

eredményeket 2, 3 és 5 nap utdn olvastuk le.

4.2.9.2.Talél6 telepképzé egység szam meghatarozas lemezontéssel

Amennyiben a telepszdm vérhaté értéke nagyobb volt 10%/10 ml —nél, lemezontést (20 ml 46-50°C
MEA + 1 ml termékminta alapos homogenizalas utan) alkalmaztunk.

A Petri csészéket a lemezontésnél leirtak szerint, a C. cladosporoides CC F 50, P. chrysogenum
NCAIM F 00837. és F. oxysporum CC F 36 torzzsel beoltott termékmintdk esetén 26-28 °C —on, A.
Jumigatus NCAIM F 00673 esetében 37° C-on, 5 napig inkubdltuk. Az eredményeket 2, 3 illetve 5

nap utdn is leolvastuk.
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5. tablazat: Mintazasi gyakorisag €és a mintak térfogata szénsavas termékmintdk membransziirénél

Minta térfogata
Mintdzds || Kiinduldsi konidium | Kiinduldsi konidium K“nliﬂizﬁzggmm
idépontja koncentracio koncentrécio 100-500
<10 konidium/100 ml | 10-50 konidium/100 ml Konidium/100 ml
0. hét
(kiindulasi 100 ml 100 ml 50 ml
koncentraci6
meghatirozasa)
1. hét
2. hét
3. he,:t 100, 250, 500 ml - az | 100, 250, 500 ml - az 50, 100, 25(?,’ 5,,00 ml
4. hét o L i " ‘ N - az el6z6
i el6z6 eredményektdl el6z6 eredményektdl . p
6. hét fiiooden fiiooben eredményektdl
8. hét £ g8 fliggéen
10. hét
12. hét
26*. hét 500 ml 500 ml 500 ml

*Kizardlag A. fumigatus NCAIM F 00673 esetén

6. tdblazat Mintdzdsi gyakorisag és a mintak térfogata szénsavas termékmintdk membransziirésénél
illetve lemezontésnél

Mintazas
idépontja

Minta térfogata

Kiindulasi konidium
koncentraci6
<10 konidium/100 ml

Kiindulasi konidium
koncentracid
10-50 konidium/100
ml

Kiindulasi konidium
koncentracid
100-500
konidium/100 ml

0. hét
(kiindulasi
koncentraci6
meghatirozasa)

100 ml

100 ml

50 ml

1. hét

2. hét

3. hét

4. hét

6. hét

8. hét

10. hét

12. hét

14. hét

16. hét

18. hét

20. hét

50/20/10/1* ml- az el6z6 eredményektdl fiiggden

* 1 ml mintatérfogat esetében lemezontést hasznaltunk
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4.2.10. Az eredmények statisztikai elemzése

A kapott eredményeket GraphPad Prism4 program segitségével elemeztem. Elsé 1épésben az
eredményeket a vizsgalt penészgombdk illetve felhaszndlt forrds- és dsvanyvizek szerint
csoportokba rendezve varianciaanalzist (ANOVA) végeztem, majd ahol szignifikdns eltérést
talaltam, ott tovabbi analizisként paronkénti 6sszehasonlitast (Bonferroni’s Multiple Comparison) is

végeztem.
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5. EREDMENYEK

5.1. Pseudomonas torzsek megtapadasa vizszintes rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten

A két vizsgalt Pseudomonas torzs (katvizbol izolalt Ps. stutzeri CC B 21 és Ps. aeruginosa ATCC
9027) statikus biofilmképzé képességét akridin narancs illetve fluorescein isothiocyandt
(tovabbiakban FITC) festéssel kovettiik nyomon 28 napon at. Minden vizsgélatndl a véglegesen
megtapadt sejteket vizsgdltuk, igy a rozsdamentes acéllemezeket vizsgdlat elott steril vizzel
oblitettiik.

A festést kovetden digitdlis mikroszképos fényképeket is készitettiink, melyeket képelemzéssel
értékeltiik. A vizsgalt idOszakban készitett Osszes digitdlis mikroszkopos fényképeket mintavételi
naponként szinintenzitds szerint sorba rendezve mutatjdk a mellékletben elhelyezett 21-28.
tdblazatok.

A két vizsgalt torzs statikus biofilm képzését eldzetes vizsgalatink sordn lemezontéssel is nyomon
kovettiik, az eredmények azonban nem adtak informdiciét a biofilm felépiilésének kinetikdjaval

kapcsolatban, igy a dolgozatomban ezeket az eredményeket részleteiben nem elemzem.

5.1.1. A vizsgalt Pseudomonas torzsek altal BHI taplevesben képzett statikus biofilmek
mikroszképos vizsgalatainak eredményei akridin narancs festéssel

Az akridin narancs a sejteket festi meg, igy a biofilm képzddés kezdeti szakaszdban a sejtek
feliiletre val6 kitapaddsat majd a szaporodasukat és kolonizacidjukat teszi mikroszkép segitségével
lathatéva, majd képanalizis utdn szamszerlsithetdvé.

A vizsgélt Pseudomonas torzsek altal BHI tdplevesben képzett statikus biofilmek akridin narancs
festésének eredményének vizudlis kiértékelést segiti a 7. tdblazat, mely 1-1 jellemzd, akridin
narancs festést kovetd mikroszkopos fényképet dllit pAirhuzamba. A képeken jol latszik, hogy BHI
taptalajpan mindkét vizsgalt torzs igen jelentds tapaddst mutat a vizsgalt vizszintes helyzetii
rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliilethez. A feliilethez val6 kitapadas az id6 fliggvényében eleinte
novekedd, majd stagndld tendencidt mutat. A Ps. stutzeri CC B 21 feliilethez val6 tapaddsa
gyorsabb, mar a kezdeti idopontokban (els6 harom nap) is nagyszdmu feliilethez kitapadt sejtet
sikeriilt megfesteni. A vizsgalati id0 elsd napjaiban mind a Ps. stutzeri CC B 21, mind a Ps.
aeruginosa ATCC 9027 torzs inhomogén, mig a vizsgélati id6 végén massziv, homogén biofilmet
képzett.

A fényképek piros szindrnyalatanak mérésével szamszerisitett eredmények értékelését torzsenként

a kovetkezd alfejezetekben elemzem.
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7. tablazat: BHI taptalajban, rozsdamentes acél (Wnrl.4301) feliilleten képzett, akridin

naranccsal festett kiillonboz6 kord Pseudomonas biofilmek mikroszképikus fényképei

1d6 (nap)

Ps. aeruginosa ATCC 9027

Ps. stutzeri CC B 21

1.

14.

21.

28.
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5.1.1.1. Ps. aeruginosa ATCC 9027 BHI taplevesben képzett statikus biofilmjének
mikroszképos vizsgalata akridin narancs festéssel
A BHI taplevesben rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten képzett statikus Ps. aeruginosa ATCC
9027 biofilmrél az akridin narancs festést kovetéen késziilt mikroszképos fényképek piros
szinkomponensének intenzitdsat vizsgaltuk. A piros szinkomponens intenzitdsit szemlélteté doboz
diagramot (4. dbra) vizsgdlva megallapithatd, hogy az eredmények a korai szakaszban jelentds
szorassal birtak, mely a biofilm inhomogenitdsit mutatja. A fiatal biofilm ezen tulajdonsagat
megeldzd vizsgdlatainkban is tapasztaltuk, igy a nagy szérds kompenzdldsa céljabol minden
vizsgélat alkalmdval eleve nagyszdmu (24 kép alkalmanként) mintét vettiink. Az id6sebb biofilm
egyre nagyobb feliileteket fedett be, igy egységesebb képeket kaptunk, a szords jelentdsen csokkent.
A digitélis fényképek képelemzésének eredményei alapjan elmondhatd, hogy BHI taplevesben a Ps.
aeruginosa ATCC 9027 sejtek rozsdamentes acél feliillethez valé tapaddsa idében novekvod
tendencidt mutat és egy maximum értékhez tart, igy telitési gorbe veheto fel, (5. dbra) mely a 6.
napon érte el a plato szakaszt. Ez a tendencia egybecseng a Jelenik —Nikolics altal (Jelenik-Nikolics

& Lévai, 2000) publikalt biofilm kinetikai gorbével.

250
200 L *

1507

1007 I
uEk

rvrrrrrrvoivrrr1r1r1vv1v 171717171717 17117177171
123 67 14 21 28
1d6 (nap)

Piros szinkomponens intenzitadsa

4. abra: Piros szinkomponens intenzitds értékei BHI taplevesben, rozsdamentes acél (Wnr1.4301)
feliileten képzett Ps. aeruginosa ATCC 9027 biofilm akridin naranccsal festett digitalis fényképein

az id6 fiiggvényében
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5. abra: Ps. aeruginosa ATCC 9027 rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten, BHI taplevesben
képzett, akridin naranccsal festett biofilmjének piros szinkomponens intenzités értékeire illesztett

telitési gorbe

5.1.1.2. Ps. stutzeri CC B 21 BHI taplevesben képzett statikus biofilmjének mikroszkopos
vizsgalata akridin narancs festéssel
Ps. stutzeri CC B 21 éltal BHI taplevesben rozsdamentes acél (Wnrl.4301) feliileten képzett
statikus biofilm akridin narancs festésének eredményei alapjan, hasonléan az el6z6 fejezetben
részletezett, Ps. aeruginosa ATCC 9027 BHI tiplevesben képzett biofilmjével kinetikai gorbe
allithat6 fel. A Ps. stutzeri CC B 21 esetében szintén idOben novekedd értékeket tapasztalhatunk
melyek telitési gorbét (7. dbra) vesznek fel. Itt azonban mar a korai biofilmnél is nagyobb
mennyiségl feliiletre kitapadt sejt detektdlhaté (6. és 7. dbra), azaz a sejtek feliileti kitapaddsa
gyorsabb. A fiatal biofilm a Ps. aeruginosa ATCC 9027 torzs éltal képzett biofilmhez hasonléan
er6sen inhomogén, igy az értékek kezdetben erdsen szornak, mely szords késobb jelentOsen

csOkken.
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6. abra: Piros szinkomponens intenzitds értékei BHI taplevesben, rozsdamentes acél
(Wnr1.4301) feliileten képzett Ps. stutzeri CC B 21 biofilm akridin naranccsal festett

digitélis fényképein az id6 fiiggvényében
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7. abra: Ps. stutzeri CC B 21 rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten, BHI

taplevesben képzett, akridin naranccsal festett biofilmjének piros szinkomponens

intenzitas értékeire illesztett telitési gorbe

48



5.1.2. A vizsgalt Pseudomonas torzsek altal asvanyvizben képzett statikus biofilmek
mikroszképos vizsgalatainak eredményei akridin narancs festéssel

A vizsgalt Pseudomonas torzsek altal dsvanyvizben képzett statikus biofilmek vizudlis kiértékelést
segiti a 8. tablazat, mely 1-1 jellemz06, akridin narancs festést kovetd mikroszkopos fényképet allit
pérhuzamba.

Mindkét vizsgélt torzs rozsdamentes acél (Wnrl.4301) feliilethez val6 tapadédsa jelentOsen kisebb
dsvanyvizben, mint az idedlis kozegnek tekinthetd BHI taptalajban. A feliilethez val6 kitapadas az
id6 fiiggvényében itt is novekedd tendencidt mutat. Azonban - ahogy a kovetkezd fejezetekben
bemutatom - telitési gorbék nem dllithatok fel. A Ps. stutzeri CC B 21 feliilethez valé tapadédsa
dsvanyvizben joval intenzivebb a Ps. aeruginosa ATCC 9027 torzsénél de a vizsgalt idOtartamban
egyik torzs sem éri el a BHI téplevesben tapasztalt homogén biofilm allapotot. Az eredmények

szOrasa végig nagy marad.
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8. tablazat: Szénsavmentes dsvanyvizben, rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten képzett,

akridin naranccsal festett kiillonb6z6 kord Pseudomonas biofilmek mikroszképikus fényképei

1d6 (nap)

Ps. aeruginosa ATCC 9027

1.

Ps. stutzeri CC B 21

14.

21.

28.
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5.1.2.1. Ps. aeruginosa ATCC 9027 asvanyvizben képzett statikus biofilmjének mikroszképos
vizsgalata akridin narancs festéssel

A mikroszkopos képek analizisének eredményeit szemléltetd doboz diagram (8. dbra) jol mutatja,
hogy az els6 14 napban kevesebb szdmban taldltunk a feliiletre kitapadt sejtet, majd a 21. naptdl ez
az érték novekedik, de nem éri el a BHI tdplevesben modellezett biofilmnél megfigyelt értéket, a
biofilm réteg inhomogén, az eredmények nagy szérdst mutatnak. Az abrat Gsszehasonlitva a 4.
abraval, megallapithatd, hogy a nem ideélis d4svinyviz kdzegben jelentdsen kevesebb sejt tapadt a
vizsgélt rozsdamentes acél felilletre, mint a tdpanyagban gazdag, idedlisnak tekinthetd BHI
téptalajban.

A megfigyelt id6tartam alatt mért eredmények alapjan, ahogy az el6z0 fejezetben emlitettem,

telitési gorbe nem éallithato fel.
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8. abra: Piros szinkomponens intenzitds értékei szénsavmentes asvanyvizben, rozsdamentes acél
(Wnr1.4301) feliileten képzett Ps. aeruginosa ATCC 9027 biofilm, akridin naranccsal festett

digitélis fényképein az id6 fiiggvényében

5.1.2.2. Ps. stutzeri CC B 21 asvanyvizben képzett statikus biofilmjének mikroszképos
vizsgalata akridin narancs festéssel

A Ps. stutzeri CC B 21 4svanyvizben modellezett bioflm akridin narancs festésének mikroszképos

fényképeinek 6sszefoglalo tablazatat (24. tablazat) a mellékletben helyeztem el. A Ps. aeruginosa

ATCC 9027 eredményeihez hasonldan itt is igaz, hogy a nem idedlis dsvanyviz kdzegben jelentésen
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kevesebb sejt tapadt a vizsgdlt rozsdamentes acél (Wnrl.4301) feliiletre, mint a tdpanyagban
gazdag, idedlisnak tekinthetd BHI tiptalajban.

A digitalis képanalizis eredményeit szemléltetd doboz diagram (9. dbra) alapjan megallapithato,
hogy az eredmények kisebbek, mint a BHI taplevesben képzett azonos torzs esetében, azonban
nagyobbak, mint az azonos kozegben Ps. aeruginosa ATCC 9027 altal képzett biofilmnél. A
vizsgélt idStartam alatt a Ps. stutzeri CC B 21 eredményei esetében nem mutathaté ki emelkedés, a
szoras végig magas értéket mutat, telitési gorbe nem allithat6 fel. Mindezek a biofilm képzddés

korai szakaszara jellemz6 inhomogén biofilm jellemzdi.
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9. abra: Piros szinkomponens intenzitas értékei szénsavmentes dsvanyvizben,
rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten képzett Ps. stutzeri CC B 21 biofilm akridin

naranccsal festett digitalis fényképein az id6 fiiggvényében
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5.1.3. Az akridin narancs festés eredményeinek osszehasonlitasa a vizsgalt Pseudomonas
torzsekkel modellezett biofilmeknél idealis és tapanyag szegény kozegben

Az eredmények Osszehasonlithatésdganak érdekében a 10. dbrdn a két baktériumtodrzs akridin

naranccsal festett, BHI taplevesben és dsvanyvizben képzett biofilmjeirdl készitett képek piros szin

Osszetevoinek intenzitds Atlagértékeit 4brdzoltam az id6 fiiggvényében. Az dbriat szemlélve

egyértelmiilen megéallapithatd, ami az el6z6ekben bemutatott mikroszkopos fényképeken (8. 7.

tdblazatok) és doboz diagramokon (4-9. abrik) is jol latszik, hogy:

e 4svanyvizben mindkét baktériumtorzs esetében joval gyengébb biofilm képzddés volt
tapasztalhat6, mint az idedlis kornyezetet modellezé BHI taplevesben,

® a Ps. aeruginosa ATCC 9027 &svanyvizben kisebb mértékli, a tdpanyag dis BHI
taplevesben pedig lassabb megtapadast mutatott, mint a Ps. stutzeri CC B 21

Az el6z0 fejezetekben elemzett telitési gorbék és doboz diagramok (4-9. dbrdk) alapjan ezen kiviil
egyértelmi, hogy:

e A fiatal biofilmek esetén az eredmények szordsa rendre nagy, majd az érett biofilmnél
jelentésen csokken. Ez a jelenség a fiatal biofilm inhomogenitisival magyarazhato.
Ilyenkor a sejtek felilletre val6 kitapaddsa felhdszerii képletekben, egymastdl fiiggetlen
»szigeteket” alkotva kezdddik meg, a véletlenszerlien vett mintdk kozott jelentds eltérés
tapasztalhato.

e Szintén kicsi a sz6rds a mintdk eredményei kozott azokon a mintavételi napokon, amikor a
sejtek feliilethez val6 kitapaddsa még csekély. Ez a jelenség arra mutat rd, hogy itt a teljes
feliileten kevés a kitapadt kimutathat6 sejtszam, elvétve sem taldlhat6 egy-egy masszivabb
biofilm sziget.

e A BHI taplevesben modellezett biofilmek esetében a rozsdamentes acél (Wnrl.4301)
feliiletre val6 kitapadds és a biofilm novekedési kinetikdja a vizsgélt 28 nap intervallumban
mind a vizsgalt Ps. aeruginosa ATCC 9027, mind pedig a Ps. stutzeri CC B 21 esetében
telitési gorbével jellemezhetd.

e A tdpanyagban szegény szénsavmentes dsvdnyvizben modellezett biofilmek esetében a
festés eredményeire telitési gorbe egyik vizsgilt Pseudomonas torzs esetében sem

illesztheto.

A BHI téplevesben illetve dsvanyvizben képzett biofilmeknél jelentkezd kiilonbségeknek az oka
lehet az, hogy az dsvanyviz erdsen limitdlt tdpanyagtartalma miatt a biofilm képzddés jelentsen
lassabb, mint az idedlis, tdpanyagban dis BHI tiplevesben. igy az altalunk végzett kisérletek

id6tartama alatt dsvdnyvizben a biofilm novekedés kinetikdjdnak csak egy kordbbi szakaszdt
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sikeriilt megfigyelni, ahol a sejtek kitapaddsa még inhomogén feliiletet ad, igy értelemszeriien a

szOras magas, telitési gorbe pedig nem éllithat6 fel. Az eredmények alatimasztjdk azt a biofilm

novekedést magyardzé elméletet, mely szerint a biofilm képzddés elso 1€pése a feliilet polaritdsanak

megvaltozasa és a tdpanyagok kitapadadsa a feliiletre, igy a tdpanyagban didsabb kornyezetben a

biofilm képzddés erdteljesebb és gyorsabb (Kumar & Anand, 1998; Hood & Zottola, 1997)

Ezzel szemben a Pseudomonas torzsek kozotti kiilonbségek azzal magyarazhatdak, hogy az dltalam

hasznalt Ps.

stutzeri CC B 21 torzs viznyerOhelyi izoldtum, mely mdar adaptilédott a

tdpanyaghidnyos kornyezethez, illetve eredeténél fogva hajlamosabb a biofilm képzddésre.

piros szinkomponens intenzitas
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10. abra: Kiilonb6z6 kozegben képzett biofilmekrol készitett képek piros szin dsszetevoinek

intenzitds atlagértékei az id6 fiiggvényében

PAB= Ps. aeruginosa ATCC 9027 BHI tdplevesben képzett biofilmje, PSB= Ps. stutzeri CC B 21 BHI tdplevesben

képzett biofilmje; PAA= Ps. aeruginosa ATCC 9027 szénsavmentes dsvdnyvizben képzett biofilmje; PSA= Ps. stutzeri

CC B 21 szénsavmentes dsvdnyvizben képzett biofilmje
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5.1.4. A vizsgalt Pseudomonas torzsek altal BHI taplevesben képzett statikus biofilmek
mikroszkopos vizsgalatainak eredményei FITC festéssel

A vizsgélt Pseudomonas torzsek altal asvanyvizben képzett statikus biofilmek vizualis kiértékelését
az akridin narancs festés mellett FITC festést kovetden is elvégeztem. Mig az akridin narancs a
feliiletre kitapadt majd ott szaporodd sejtek vizualizdldsdban és szdmszert kiértékelésében nyujt
segitséget, addig a FITC festék a benne talalhato lektin a D-(+)-gliik6zhoz illetve D-(+)-mann6zhoz
valé j6 kotddése révén a biofilm képzés sordn jellemzd extracelluldris polimer (extracellular
polymeric substance, késdbbiekben EPS) termelést hivatott megjeleniteni.

Az akridin narancs eredményekhez hasonldan a 9. tdbldzatban foglaltam 6ssze 1-1 jellemz6, FITC
festést kovetd mikroszkdopos fényképet a BHI tdplevesben modellezett Ps. aeruginosa ATCC 9027
illetve Ps. stutzeri CC B 21 biofilmekrdl.

A képek vizudlis kiértékelésekor az akridin naranccsal val6 festés alapjan vart eredményre jutottam,
azaz a megtapadt sejtek szimdhoz hasonldan a kimutathaté EPS mennyisége minkét térzsnél az id6
fliggvényében novekedd tendencidt mutat. A Ps. stutzeri CC B 21 BHI téplevesben modellezett
statikus biofilmjénél jéval intenzivebb EPS termelést tudtam kimutatni, mint a Ps. aeruginosa
ATCC 9027 esetében. Részletes elemzéseket doboz diagramok segitségével a kovetkezd

alfejezetekben végeztem.
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9. tablazat: BHI taplevesben, rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten képzett, FITC-cel festett

kiilonboz6 kord Pseudomonas biofilmek mikroszkopikus fényképei

Id6 (nap)

Ps. aeruginosa ATCC 9027

1.

Ps. stutzeri CC B 21

14.

21.

28.
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5.1.4.1. Ps. aeruginosa ATCC 9027 BHI taplevesben képzett statikus biofilm EPS-ének
mikroszkopos vizsgalata FITC festéssel

A Ps. aeruginosa ATCC 9027 BHI taplevesben képzett statikus biofilm modelljénél a kimutathat6
EPS mar az els6 napokban megjelenik néhany mintandl kis mértékben. Nagyobb mennyiségben
egy-két minta esetében a 6., de jellemzden a 21. naptdl kimutathaté. Az eredmények doboz
diagramban (11. 4bra) valé megjelenitésekor szembedtld nagy szérdsa az EPS felh6-szerii
megjelenésére utal, melyre tobb szakirodalom (Strathman et al, 2002; Sutherland 2001) is
hivatkozik, és amely az egyes mikroszképos fényképeken is jol lathato (9. tablizat).

Az akridin narancs eredményekkel ellentétben a FITC eredményekre telitési gorbe nem illeszthetd.
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11. abra: FITC-cel festett, BHI-ban képzett Ps. aeruginosa ATCC 9027 biofilmrol készitett képek

z0ld szin 6sszetevoinek intenzitds értékei doboz diagramban dbrdzolva az id6 fiiggvényében

5.1.4.2. Ps. stutzeri CC B 21 BHI taplevesben képzett statikus biofilm EPS-ének mikroszképos
vizsgalata FITC festéssel

BHI téplevesben a Ps. stutzeri CC B 21 éltal képzett statikus biofilm esetében a kimutathaté6 EPS

képzés intenzivebb, mint a Ps. aeruginosa-nédl, az extracelluldris poliszacharid matrix az

alkalmazott médszerrel hamarabb, mar az els6 napokban is kimutathaté nagyobb mennyiségben. A

doboz diagramban (12. dbra) abrazolt eredmények itt is nagy szorast mutatnak, mely szintén az EPS

felho-szerii megjelenésére utal €s a mikroszképos fényképeken is szé€pen latszik (9. tablazat).
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Ps. stutzeri CC B 21 BHI téplevesben val6 statikus biofilm modelljénél a Ps. aeruginosa-hoz

hasonl6an a FITC eredményekre telitési gorbe itt sem illeszthetd.
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12. abra: FITC-cel festett, BHI-ban képzett Ps. stutzeri CC B 21 biofilmrdl készitett képek zold

szin OsszetevOinek intenzitds értékei doboz diagramban dbrazolva az id6 fiiggvényében

5.1.5. A vizsgalt Pseudomonas torzsek altal asvanyvizben képzett statikus biofilmek
mikroszképos vizsgalatainak eredményei FITC festéssel

Az alabbi fejezetekben lathaté eredmények ravilagitanak arra, hogy a vizsgalt Pseudomonas torzsek

szénsavmentes dsvanyvizben végzett biofilm modellezései soran a FITC festéssel kimutathaté EPS

mennyisége mind a BHI tdplevesben végzett modellekhez képest mind abszolut értelemben igen

csekély. Ennek oka lehet a szénsavmentes dsvanyviz limitdlt tdpanyag tartalma. Az idedlisnak

tekinthetd tapanyagdis kornyezetben a biofilmet alkoté sejtek konnyebben jutnak az EPS

felépitéséhez sziikséges tdpanyagokhoz.
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5.1.5.1. Ps. aeruginosa ATCC 9027 asvanyvizben képzett statikus biofilm EPS-ének
mikroszkopos vizsgalata FITC festéssel

A Ps. aeruginosa ATCC 9027 asvanyvizben képzett statikus biofilm modelljénél szemben a BHI

taplevesben végzett modellezéssel EPS a mintdk igen kis szdméban és mértékben mutathat6 ki (13.

abra). Az eredményekre telitési gorbe most sem illeszthetd.
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13. abra: Szénsavmentes dsvanyvizben képzett, FITC-el festett Ps. aeruginosa ATCC 9027
biofilmrdl késziilt digitdlis fényképek z6ld szinkomponenseinek szinintenzitas értékei doboz

diagramban abrazolva az id6 fiiggvényében.

5.1.5.2. Ps. stutzeri CC B 21 asvanyvizben képzett statikus biofilm EPS-ének mikroszkopos
vizsgalata FITC festéssel

A Ps. stutzeri CC B 21 &4svanyvizben képzett statikus biofilm modelljénél EPS csak elvétve

mutathat6 ki (14. dbra) Az eredményekre telitési gérbe most sem illeszthetd.

A két festés eredményét Osszevetve megdllapithaté tehdt, hogy a viznyerd helyrdl izoldlt, a

tdpanyag szegény kornyezethez adaptalddott Ps stutzeri tdrzs biofilm képzése a sejtek kitapadésa

szempontjabdl intenzivebb, mint a torzsgyljteményi Ps. aeruginosa ATCC 9027 torzsé, azonban

kimutathaté extracelluldris poliszacharidot a vizsgélt id6tartam alatt gyakorlatilag nem képez.
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Z6ld szinkomponens intenzitdsa

123 67 14 21 28
1d6 (nap)

14. abra: Szénsavmentes dsvanyvizben képzett, FITC-el festett Ps. stutzeri CC B 21 biofilmrél

késziilt digitalis fényképek zold szinkomponenseinek szinintenzitas értékei doboz diagramban

abrazolva az id6 fiiggvényében.

5.1.6. A FITC festés eredményeinek oOsszehasonlitasa a vizsgalt Pseudomonas torzsekkel

Az

modellezett biofilmeknél idealis és tapanyag szegény kozegben

eredmények Osszehasonlithatésdgdnak érdekében az akridin narancs eredményeknél

bemutatotthoz hasonldéan a 15. dbran a két baktériumtorzs FITC-el festett, BHI taplevesben és

dsvanyvizben képzett biofilmjeirdl készitett képek zold szin Osszetevdinek intenzitds dtlagértékeit

dbrazoltam az id6 fliggvényében. Az itt bemutatott dbra valamint a fentiekben részletezett doboz

diagramok és a szemléltetett mikroszkopos fényképek alapjan elmondhatd, hogy:

Asvényvizben mindkét baktériumtorzs esetében jéval gyengébb EPS képzddés volt
tapasztalhaté, mint az idedlis kornyezetet modellez6 BHI tiplevesben. Strathmann és
munkatdrsai (2002) valamint Sutherland (2001) publikicidjukban szintén arrdl szamolnak
be, hogy a tdpkozeg Osszetétele nagyban befolydsolja az EPS termel6dését és annak
Osszetételét. Az altalam haszndlt szénsavmentes d4svanyviz illetve BHI tapleves
tdpanyagtartalma kozotti nagy kiillonbség magyardzza, hogy az dsvanyvizben sem a Ps.
stutzeri CC B 21 sem a Ps. aeruginosa ATCC 9027 nem volt képes jelentds mennyiségii
EPS-t termelni.

Az eredmények szordsa rendre nagy, mely jelenség az EPS felhdszerti képletekben val6

megjelenésével magyarazhat6. Mérési eredményeinket alatdmasztja, hogy Strathmann és
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munkatérsai (2002) szintén felhdszer(i, heterogén EPS-r6l szdmolnak be FITC festést
alkalmazva.

e Sem a tdpanyagban szegény szénsavmentes dsvanyvizben-, sem az idedlis, tdpanyagban dis
BHI taplevesben modellezett biofilmek esetében a FITC festés eredményeire telitési gorbe
nem illeszthetd egyik vizsgélt Pseudomonas torzsesetében sem. Az EPS képzés tehat egyik

esetben sem érte el a maximumat a vizsgalt id6 alatt.
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15. abra: Ps. aeruginosa ATCC 9027 és Ps. stutzeri CC B 21 baktériumtorzsek altal BHI
taplevesben és dsvanyvizben képzett, FITC-vel festett biofilmekrodl készitett képek zold szin
Osszetevoinek atlagértékei az ido fiiggvényében.

PAB= Ps. aeruginosa ATCC 9027 BHI tdplevesben képzett biofilmje, PSB= Ps. stutzeri BHI tdplevesben képzett

biofilmje; PAA= Ps. aeruginosa ATCC 9027 szénsavmentes dsvdnyvizben képzett biofilmje; PSA= Ps. stutzeri CC B 21

szénsavmentes dsvdnyvizben képzett biofilmje
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5.2. Ps. aeruginosa ATCC 9027 biofilm eltavolitasa kiilonbo6zo fertotlenitoszerekkel
A felhasznalt fert6tlenitOszereket ugy valogattam ki, hogy azok reprezentdljak az élelmiszeripari
gépek és berendezések kornyezetének tisztitasakor, illetve fertétlenitésekor, valamint a fert6tlenitd

takaritdsban hasznalt fobb hat6anyagokat.

5.2.1. A vizsgalt fertétlenité eljarasok biofilm inaktivalasanak vizsgalata telepszamlalassal és

RABIT impedimetrias berendezéssel

10. tablazat: A vizsgalt ferttlenitdszerek biofilm inaktival6 hatds vizsgalatainak eredményei

Telepszamlalas —

log TKE / kupon

RABIT —detektalasi id6 (6ra)

Tisztito-fert6tlenitoszer

3 napos 7napos 14 napos 3 napos 7 napos 14 napos

biofilm biofilm biofilm biofilm  biofilm biofilm
Kontroll 5,09 5,34 4,83 4:00 7:00 5:54
Domestos 2 % NK NK NK >48:00 >48:00 20:36
Descosal 1% -0,3 NK 0,6 36:45 19:30 11:42
Biguanid Fliache 1% NK NK NK >48:00 37:36 30:42
Innofluid TF klér 2% 0,18 NK NK 29:33 >48:00 19:54
Disquat L 1% 0,54 -0,3 0,92 36:08 34:03 29:30
Cleanisept 2 % -0,3 NK 0,54 34:12 >48:00 23:00

NK=nem kimutathat6

A fertdtlenitd eljardsok eredményeit Osszehasonlitva (10. tdbldzat) egyértelmiien megallapithato,
hogy a vizsgalt tisztito-ferttlenitoszerek koziil a Domestos 2%-os oldata volt a leghatékonyabb, a
kezelés utdn telepszdmldlassal nem volt kimutathatd tdléld telepképzd egysdg, az impedimetrids
mérések pedig a 3 és 7 napos biofilm esetében teljes eltavolitast, a 14 napos biofilmnél jelentds
inaktivalast jeleztek. Tuncan (1993), Helander és munkatarsai (1997) valamint Wirtanen és
munkatérsai (1992, 2001) szintén arrdl szamolnak be, hogy igen jé hatékonysaggal hasznaltak klor
hatéanyagui fertétlenitoszereket. A Biguanid Flidche esetében telepszamlilds eredményei szintén
teljes csiraszdm csokkentést mutatnak, azonban az impedimetrids mérések itt mir a 3 napos
biofilmnél is mutatnak tdlélést. A Domestos és Biguanid Fliche kivételével a tobbi tisztito-
ferttlenitészernél mind a telepszdmldlds mind a RABIT impedimetrids berendezés eredményei
pozitivak. Az impedimetrids mddszerrel mért detektdldsi id6 az idésebb biofilmeknél rovidebb,

amely a fertdtlenitd eljardssal szembeni rezisztencia ndvekedésére utal. E tendencidban mindossze 2
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kiugré eredmény figyelhetd meg, az Innofluid TF Klor és a Cleanisept 7 napos biofilmje esetében,
ahol a RABIT berendezés 48 ora alatt nem mutatott ki anyagcsere tevékenységet. A 14 napos
biofilmek azonban ezen esetekben is nagyobb rezisztenciat mutatnak, mint a 3 napos, fiatal biofilm.
Eredményeink Osszhangban vannak szamos szerzd szakirodalmi mérési eredményeivel (Holah et
al., 1990; Frank & Koffi, 1990; Wright et al., 1991; Dhaliwal et al., 1992), akik szintén arrél
szdmolnak be, hogy minél dregebb biofilmet vizsgaltak, anndl nagyobb rezisztenciat tapasztaltak a
biofilm inaktivaldsi kisérleteikben.

A RABIT berendezéssel ellentétben a telepszdmldlds eredményei nem mutatnak a vizsgélt
fert6tlenitészerekkel szembeni rezisztencia emelkedésére utalé tendencidt, és az impedimetrids
eredményektdl sok esetben eltéréek. Ennek oka lehet az, hogy a sejtek a fertdtlenitd eljards
sokkhatdsara un. ,,€10, de nem tenyészthet6” (VNC) dallapotba keriiltek, a sejtek a fertétlenitd
eljarassal jar6 stresszt talélik, és minimdlis anyagcserét folytatnak, mely a tdptalaj
impedimetridjanak valtozdsa miatt RABIT berendezéssel detektdlhatd, de hagyomanyos mddszerrel
szaporodds nem mutathatd ki (Leclerc & da Costa, 1998; Leclerc & Moreau, 2002; Bischofsberger
et al., 1990, Zottola & Sasahara, 1994; Hood & Zottola, 1995). Az egyes fertdtlenitd eljardsok sordn
€lo, de nem tenyészthetd allapotba jutott sejtek ipari jelentdsége nagy, mindenképpen potencidlis
mikrobioldgiai veszélyforrasnak szadmitanak, mivel a fertdtlenités stressz hatdsa utin iddvel
regeneralédhatnak, €s szaporoddsnak indulhatnak. A felilleten maradt €16, de nem tenyészthetd
sejtek tdpanyagul, megtapadasi feliiletiil is szolgdlhatnak tjabb biofilmek kialakuldsdhoz. A RABIT
berendezés illetve telepszamldlds eredményeinek Osszevetése alapjan az is megéllapithatd, hogy a
biofilmek rezisztencidjanak nyomon kovetésére épp a fent emlitett €16 de nem tenyészthetd sejtek
detektdldsa miatt az impedimetrids mddszer érzékenyebb, mint a hagyomdanyos telepszamldlas.
Hasonl6 kovetkeztetésre jutottak tobbek kozott Mosteller és Bishop (1993), Flint és munkatérsai
(1997) valamint Wirtanen és munkatarsai (2001).

A tisztito-fertOtlenitdszerek hatdanyagit tekintve eltérd eredményeket kaptunk a hasonlé kémiai
osszetételll szerek esetében. Erre példa a Domestos illetve az Innofluid TF Klér szerek, melyek bar
egyardnt klor bdzisu tisztitd-fertOtlenitdszerek, azonban a Domestos joval hatékonyabbnak
bizonyult. Ez arra utal, hogy a hatéanyag mellett igen nagy jelentdsége van a segédanyagoknak,
azok tisztité hatdsdnak. A segédanyagként felhaszndlt tenzidek szerepet jatszhatnak a biofilm
feliiletr6l vald levalasztidsdban, a poliszacharid védoréteg inaktivaldsdban. Szakirodalmi adatok
szintén alatdmasztjdk a kombindlt fertétlenitd eljardsok nagyobb hatékonysigat az egy fazisd
fert6tlenitéssel szemben (Oh és Marshall, 1995; Antoniou és Frank, 2005, Cloete és Jacobs 2001,
Wirtanen et al., 1996).
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5.2.2. A vizsgalt fertétlenité eljarasok biofilm inaktivalasa — akridin narancs festéssel végzett
sejt eltavolito hatas vizsgalatok eredményei

Az akridin narancs festés eredményei megerdsitik a telepszamlédlds és impedimetrids mérések
eredményeit, melyek szerint a leghatékonyabb fertotlenitd eljardsnak a Domestos 2 %-os oldata
bizonyult. A mikroszképos fényképek alapjan elmondhat6, hogy a Domestos nem csupan eldlte a
biofilmben taldlhaté Ps. aeruginosa ATCC 9027 sejteket, de a biofilmet a feliiletrdl el is tavolitotta.
Hoyle és munkatarsai (1992) arr6l szdmolnak be, hogy a biofilm térbeli szerkezetének
megbontdsdval a fertdtlenitoszerrel szemben tapasztalt emelkedett rezisztencia is megsziint. A
Domestos esetében hasonldan, a jé biofilm eltdvolité hatdst a segédanyagként hasznalt nem ionos
tenzidek feliiletaktiv hatdsdnak tudhaté be, melyek a biofilm 3 dimenzids szerkezetét leromboltak,
igy adva szabad teret a fert6tlenitdszernek. Cloete és Jacobs (2001) szintén a nem-ionos feliiletaktiv
anyagok biofilm eltdvolité hatdsardl szdmolnak be. A tobbi kombindlt hatéanyagu, tisztitdsra is
alkalmas szer esetében azonban a kezelés utdn késziilt fényképeken egyértelmiien megtaldlhatéak a
vizsgélt rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliilleten maradt baktérium sejtek. Ezek az eredmények
arra hivjdk fel a figyelmet, hogy az élelmiszeripari koriilmények kozott igen nagy jelentdsége lehet
a megfeleld ferttlenitd eljards kisérletes eredmények alapjan vald kivdlasztdsanak, hiszen nem
megfeleld biofilm eltdvolitds sordn feliilleten maradt biofilm elhalt sejtjei is szerves anyagok,
melyek egyrészt a felillet érdességét, polarizdltsigit megvaltoztatva, madsrészt tdpanyagot
szolgaltatva segitik el a kovetkez6 biofilm kialakulasat.

A mikroszkopos fényképek megerdsitik azt a kdvetkeztetést is, mely szerint az id6sebb biofilmek
nagyobb rezisztencidt mutatnak a fertdtlenitd eljarasokkal szemben. A 7 illetve 14 napos biofilmek
tisztito-fertStlenitdszerrel vald kezelés utdni fényképein rendre tobb feliileten maradt sejt taldlhato,
mint a fiatalabb, 3 napos biofilm esetében. Ez az iddsebb biofilm masszivabb 3 dimenzids
szerkezetével magyardzhatd, mely a fertStlenitd szerekkel szemben fizikai védelmet nyujt, igy a

feliiletrdl valo eltavolitast megneheziti.
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11. tdblazat: A vizsgalt fertdtlenitdszerek biofilm eltdvolito hatds vizsgdlatainak eredményei — BHI
taplevesben, rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten képzett, akridin naranccsal festett kiilonboz6

kort Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 biofilmek digitélis fényképei fertotlenitdszerrel vald

kezelés elott és utan

A biofilm kora

Fertotlenit6 eljaras

3. nap 7. nap 14. nap

Kontroll

Domestos 2 %

Descosal 1%

Biguanid Fliche 1%

Innofluid TF kl6r 2%

Disquat L 1%

Cleanisept 2 %
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5.3. Penészgombak szemmel lathato termékkarositasanak vizsgalata  kiilonbozo,

kereskedelemben kaphaté palackozott forras- és asvanyvizekben

5.3.1. A vizualis nyomon kivetés eredményei a szénsavas palackozott vizmintakban

Az Altalunk vizsgalt 216 minta (Eurépa 4 orszagdbd6l szarmazd, 6 kiilonbozd, kereskedelmi
forgalomban kaphaté palackozott szénsavas forrds- és dsvanyviz) egyik mintajaban sem volt
kimutathaté szemmel lathaté termékkarositas, a vizsgalt penészgombdval valé beoltdst kovetd 26
hét alatt. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az éltalunk vizsgélta 4 kiilonbozo,
palackozott szénsavas forrds- és dsvanyvizbdl izolélt fonalasgomba esetében palackozott szénsavas
forras- illetve dsvanyvizekben a jellemzd mindség megdrzési id6 (26 hét) alatt szabad szemmel
lathaté micélium képzO6dés okozta termékkarositdsra és ezzel dsszefiiggd fogyasztdi panaszra nem

kell szamitani.

5.3.2. A vizualis nyomon kovetés eredményei a szénsavmentes palackozott vizmintakban

A szénsavmentes palackozott forrds- és dsvanyviz mintdkban észlelt termékkdrositds idOpontjat
részletesen az 12. tdblazat szemlélteti. A szénsavas termékmintdkkal ellentétben a vizsgalatunk alatt
a szénsavmentes palackozott forras- és dsvanyvizek mindegyikében észlelhetd volt szabad
szemmel lathaté micélium képzodés.

A palackozott szénsavmentes dsvanyviz mintdkat vizsgdlva szembettld, hogy minden esetben a
FV2 kodjelt forrrasviznél jelentkezett a legkésdbbi id6pontban szabad szemmel l1dthaté micélium
képzddés, ez a kiilonbség azonban a statisztikai analizis alapjan nem tekinthetd szignifikdnsnak. A
szénsavmentes termékmintdinkban kimutathat6 szabad szemmel lathaté termékromlas
eredményeivel elvégzett varianciaanalizis nem mutatot ki szignifikdns eltérést sem a kiilonb6z6

penészgombadk, sem a felhasznalt forras- illetve dsvanyvizek kozott.

A vizsgilt penészgombdk az aldbbi sorrendben mutattak micéliumképzést a 6 kiillonbozo
palackozott szénsavmentes termékben:
® Az elso szabad szemmel lathat6 termékkarositast az A. fumigatus NCAIM F 00673 esetében,
a beoltott AVS5 és FV1 vizmintdkban észleltiik a beoltdst kovetd 12. héten mindhdrom
kiindulasi koncentricid esetében.
o A 14. héten a P. chrysogenum NCAIM F 00837 esetében, szintén a beoltott AVS és FV1
valamint az AV4 vizmintdkban mindhdrom kiinduldsi koncentraciénal.
e A 18. héten az AV4 kodu vizmintank A. fumigatus NCAIM F 00673 és F. oxysporum CC F
36 torzsekkel beoltott palackjaindl is jelentkezett szabad szemmel lathat6 termékkarositas.

e A 20. héten termékkarositast €szleltiink:
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o aP. chrysogenum NCAIM F 00837 torzzsel beoltott AV3 mintdkban,
o aF. oxysporum CC F 36 torzzsel beoltott AV5 és AV6
o valamint a C. cladosporoides CC F 50 torzzsel beoltott AV4 kddjelti palackozott
forras- és d4svanyvizmintakban.
e A 24 héten
o azA. fumigatus NCAIM F 00673 torzzsel beoltott AV6, AV3 és FV2;
o aP. chrysogenum NCAIM F 00837 torzzsel beoltott AV6, FV2
o aF. oxysporum CCF 36 torzzsel beoltott FV1, AV3
o a C. cladosporoides CC F 50 torzzsel beoltott AV5 valamint FV1 mintdkban
észleltiink termékkdrositdst.
e Végiil a 26. héten jelent meg szemmel l4that6 termékkdrositas
o aF. oxysporum CC F 36 torzzsel beoltott FV2 kédjeld,
o valamint a C. cladosporoides CC F 50 torzzsel beoltott AV6, AV3, FV2

termékmintakban.
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12. tablazat: A szabad szemmel lathaté termékkarositds megjelenésének idépontjai a vizsgélt penészgombdkkal beoltott, 25°C-os hdmérsékleten

inkubdlt palackozott sz€énsavmentes forrds- és dsvanyvizeknél

A beoltastol eltelt idé (hét)

F. oxysporum C. cladosporoides A. fumigatus P. chrysogenum
Termékminta kédja
CCF 36 CCF 50 NCAIM F 00673 NCAIM F 00837
K1 K2 K3 K1 K2 K3 K1 K2 K3 K1 K2 K3
FV1 12 12 12
FV2 26 26 26 26 26 26
AV3 26 26 26
AV4 18 18 18 18 18 18
AV5 12 12 12
AV6 26 26 26

K1 = kiindulési koncentracié < 10 TKE/100 ml;
K2 = kiindulasi koncentracié 10-50 TKE/100 ml;
K3 = kiindulasi koncentracié 100-500 TKE/100 ml
FV= palackozott forrdsviz

AV= palackozott 4svinyviz



5.3.3. A vizualis nyomon Kkovetés eredményei a beoltashoz felhasznalt Kiilonboz6

penészgomba fajok esetében a szénsavmentes palackozott forras- és asvanyviz

termékmintaknal

A szénsavmentes palackozott forras- és dsvanyviz termékmintdk esetében a szabad szemmel lathaté

termékkarositas eredményeit vizsgdlva megallapithatjuk, hogy:

A termékkdrositds megjelenésének idOpontja a vizsgdlt fonalasgomba fajok kiinduldsi
(beoltasi) telepképzd egység szamtdl nem fiiggott, az minden azonos szénsavmentes
termékmintdndl vizsgalt fonalasgombdnként egy idOben jelentkezett. (1dsd 12 tablazat)

A szénsavmentes termékmintdk esetében a szabad szemmel lathaté mértékii termékkdrosits
95% - os konfidencia szinten szignifikans eltérést nem mutatott sem a vizsgalt fonalasgomba
fajok, sem a kiilonb6z6 palackozott forrds- és dsvanyvizek kozott.

Az aldbbiakben részletezett tapasztalati sorrendet j6l szemlélteti a 16. dbra.

o A szabad szemmel ldthaté termékkarositds bar valtozé idépontban, de jellemzden
elészor az A. fumigatus NCAIM F 00673 vagy a P. chrysogenum NCAIM F 00837
esetében jelentkezett. Ez aldl egyediil az AV6 kédjelii dsvanyviz a kivétel, ahol a F.
oxysporum CC F 36 torzzsel beoltott mintdkndl jelentkezett el6szor szabad szemmel
észlelhetd termékkarositds

o Minden vizsgdlatunkba bevont szénsavmentes palackozott forrds- és
dsvanyvizmintandl jellemzden sorrendben harmadikként a F. oxysporum CC F 36
torzzsel beoltott mintdkndl jelentkezett szabad szemmel észlelhetd termékkarositas
(kivétel a fent emlitett AV6 koédjelll termékminta) és végiil a C. cladosporoides CC F
50 torzzsel beoltott mintdk esetében volt a legkésobb tapasztalhat6 a termékkarositas
(20-26. hét).

Fujikawa (1999) és munkatéarsai azonos nemzetségli fonalasgomba fajokkal végzett hasonld
kisérletiben a beoltds eldtt sterilezett palackozott dsvanyvizekben 1 hdnap elteltével
tapasztalt szemmel lathaté termékkdrositist P. chrysogenum NCAIM F 00837 és C.
cladosporoides CC F 50 esetében. A parhuzamosan végzett, nem eldsterilezett palackozott
dsvanyvizekkel végzett kisérleteiben azonban egydltaldn nem tapasztalt szemmel l4thato
micélium novekedést. Fujikawa a jelenséget a kiséré baktériumfléra gitld hatdsdval
magyardzza. Az emlitett szakirodalmi eredményeknek ellentmondanak az daltalunk
tapasztaltak. A termékmintdinkban elOsterilezés nélkiil, a kisérd baktériumfléra ellenére is
minden egyes szénsavmentes palackban minden vizsgilt fonalasgomba torzs esetében
tapasztaltunk szemmel ldthaté micélium fejlédést a vizsgélt idOszak alatt.

Az altalam leirtakhoz hasonl6 eredményekr6l szamolnak be Criado (2005) és munkatarsai.

Szénsavmentes palackozott asvanyvizbe oltott Penicillium citrinum esetében 20 hét,
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mA.

28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

Inkubalasi idé (hét)

Cladosporium citrinum esetében 23 hét elteltével tapasztaltak szemmel lathato
termékkarositast, mig a mi mérési eredményeink P. chrysogenum NCAIM F 00837 esetében
mar a 14. héttol, C. cladosporoides CC F 50 esetében azonban a szakirodalmi
eredményeknél valamivel késébb, a 24-26. héten mutattdk a micéliumok megjelenését.
Criado kisérleteiben a beoltdst megel6zden 5 hénapon keresztiil eldinkubalt PET palackos
asvanyvizek esetében joval hamarabb, 1 hénap elteltével is tapasztalt szemmel l4thatéd
termékkarositast, melyet a PET palackbdl kioldddé szerves anyagokkal magyardz. Mi a
kisérleteink sordn eldinkubdldst nem alkalmaztunk.

Maés szakirodalmi adatok (Cabral & Pinto, 2002) szerint a legtobb esetben Penicillium spp.
illetve C. cladosporioides fajok felelések a kereskedelemben kaphaté szénsavmentes
palackozott forrds- és dsvinyvizek szemmel lathaté termékkdrositisaért. Ezek az a
megfigyelések szintén aldtdmasztjdk azon eredményeinket, melyek szerint a fonalasgombék

potencidlis termékkérositok a szénsavmentes forrds- és dsvanyvizek esetén.

fumigatus NCAIM F 00673 @ P. chrysogenum NCAIM F 00837 B F. oxysporum CC F 36 O C. cladosporoides CC F 50

FV1 Fv2 AV3 AvV4 AV5 AV6

Vizsgalatba bevont palackozott szénsavmentes ivoviz termékmintak

16. abra: A szemmel lathat6 termékromlads megjelenésének legkorabbi észlelése a vizsgalt

penészgombadkkal beoltott, 25°C-os hdmérsékleten inkubdlt palackozott szénsavmentes forras- és

asvanyvizeknél

FV= palackozott forrdsviz; AV= palackozott 4svinyviz
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5.3.4. A vizualis nyomon kivetés eredményeinek osszefoglalasa

A vizudlis nyomon kovetés sordn szignifikans eltérést talaltunk a szénsavas (beleértve az enyhén
szénsavas termékmintakat is) €s a szénsavmentes mintdk kozott. A szénsavas termékmintak
esetében a vizsgilt id6tartam (26 hét) alatt egyetlen termékmintdban sem alakult ki szabad szemmel
észlelhetd termékkarositds. Ezzel szemben a szénsavmentes termékmintdkndl bar kiilonb6zo
id6épontokban, de végiil minden egyes beoltott palackndl észleltiink szemmel lathaté micéliumokat,
még azokndl a palackoknadl is, ahol a kiinduldsi konidium koncentracié igen kicsi (10 konidium/100
ml) volt. A szabad szemmel lathaté termékkarosodds megjelenési iddpontjai kozott 95% - os
konfidencia szinten sem a vizsgalt forrds- és dsvanyvizek esetében, sem a beoltott fonalasgombak
esetében nincs kimutathatd kiilonbség. A termékkérositds megjelenésének id6pontja nem fiigg a

vizsgalt fonalasgomba fajok kiindulési (beoltdsi) telepképzd egység szamtol sem.

Eredmények arra mutatnak rd, hogy a palackozott szénsavmentes forras- illetve dsvanyvizekben a
fonalasgombdk igen kis kiinduldsi koncentricié esetén is a mindség megdrzési id6 alatt szabad
szemmel lathaté micélium képzOodést okozhat, igy az ezzel Osszefiiggd fogyasztéi panaszok
vesz€élye nagy. A szabad szemmel lithaté micélium képzddés veszélyét fokozza, hogy a
szénsavmentes forrds- illetve dsvanyvizek eltarthatésagi ideje altaldban hosszabb, mint az altalunk

nyomon kovetett 26 hét, az jellemzden 52 hét.
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5.4. Tulélo telepképzo egység szam meghatarozas eredményei

A telepképz0 egység szam meghatdrozds részletes eredményeit a szénsavas forrds- €s dsvanyvizek
esetében a 13.-16. tdblazatok, szénsavas termékmintdk esetében pedig a 17.-20. tablazatok
tartalmazzak, a tendencidkat a szemléletesség kedvéért fonalasgomba fajonként egy-egy jellemzd

oszlop diagramokkal is szemléltetem a kovetkezd alfejezetekben (17.-24. 4dbrak).

5.4.1. Tulélo telepképzo egység szama szénsavas palackozott vizmintakban

A vizudlis nyomon kovetés mellett az €16 telepképzd egység vizsgélatokat is elvégeztik. A 6
kiilonboz6 szénsavas forrds- és dsvanyvizzel (0sszesen 216 db palack) egy idOben végzett kisérletek
eredményei alapjan egyértelmlien megdllapithatd, hogy a szénsavas palackozott forrds- és
dsvanyvizmintdkban a kiinduldsi €16 telepképzd egység a vizsgdlt idétartam alatt az Osszes vizsgalt
fonalasgomba torzsnél csokkenést mutat. A kimutathaté telepképzd egység szdm csokkenés
mértéke penészgomba torzsenként eltérd volt, a statisztikai analizis 95% - os konfidencia szinten
szignifikdns eltérést mutatott ki az A. fumigatus NCAIM F 00673 esetében, ahol a tilélés jelentosen
hoszabb volt, mint az 0Osszes tobbi vizsgilatba vont penészgomba torzsnél. A részletes

eredményeket a 13.-16. tablazatok tartalmazzak.

72



13. tablazat: Talélo F. oxysporum CC F 36 telepszam a vizsgélt palackozott szénsavas forrds- és asvanyviz mintaba valé beoltds utdn

u _ _ _ log TKE/100mI
AV7 FV8 FV9 AV10 AV11 AV12

0 1.00 1.49 2.51 0.85 1.51 2.46, 0.90 1.49 2.46) 0.90 1.56 2.50) 0.95 1.46 2.45 1.00 1.46 2.49
1 0.85 1.28 2.41 0.60, 1.34 2.02) 0.70, 1.30) 2.31 0.30 1.43 2.48 0.70] 1.20) 1.30] 0.78 1.34 2.38
2 0.48 1.00) 1.26 0.30, 1.04 1.91 0.48 1.11 1.97 NK] 1.15 1.99 0.30) 0.78 1.08 0.60, 1.23 1.61
3 NK] 0.85 1.15 NK] 0.90 1.45 0.30 0.48 1.38] 0.08 0.90 1.38) NK] NK] 0.85) 0.48 1.08 1.38
4 0.08 0.30 0.90 0.08 NK] 1.04 NK] NK] 1.20) -0.70] NK] 0.85 0.08 0.20) NK] NK] 0.60) 1.04
6 NK NK] NK] NK -0.10) NK] 0.08 -0.40 0.60) NK 0.30 NK] NK -0.70 0.08 0.30, NK] 0.30)
8 0.08 0.20) NK] -0.10 NK] -0.40 NK] -0.40 0.51 NK] NK] NK] 0.20 NK]
10 NK NK] NK] NK 0.38 NK -0.40] NK 0.20)
12 NK NK NK]

H= mintavétel idépontja (hét); TKE = telepképz6 egység;

NK = nem kimutathatd;

eredmények; kék =250 ml minta membransziirés eredményébdl szamolt eredmények

AV= Asvz’inyviz;

FV= Forrasviz;

Szinkdd: piros = 500 ml minta membrénsziirés eredményébdl szamolt

14. tablazat: Taléld C. cladosporoides CC F 50 telepszam a vizsgalt palackozott szénsavas forrds- és dsvanyviz mintdba val6 beoltds utdn

u _ _ _ log TKE/100m|
AV7 FV8 FV9 AV10 AV11 AV12

0 0.85 1.48 2.50] 0.95 1.51 2.44 0.90 1.48 2.49 0.78 1.49 2.49 0.85 1.46 2.49 0.90 1.46 2.51
1 0.70] 1.15 2.14 0.30, 1.08 2.15 0.60) 1.28 2.21 0.30 1.15 2.28 0.60) 1.34 2.34 0.70, 1.26 2.05
2 0.30) 1.04 1.88 0.00, 0.70 1.76 0.70, 0.95 1.54 0.00 0.90, 1.53 0.48 1.15 1.86) 0.48 1.04 1.66
3 NK] 0.95 1.34 NK] NK] 1.26] 0.30 0.70 1.08] NK] 0.48 1.08] NK] 0.60 1.59 0.30 0.78 1.38
4 0.08 NK] 1.00] 0.08 0.08 0.70] NK] NK] 0.85 0.08 NK] 0.85 -0.10 NK] 0.95 NK] 0.30 1.11
6 NK 0.30] NK] NK NK NK] 0.08 -0.10, NK] -0.40 0.20 NK] -0.10 0.30] NK] 0.08 NK] 0.48
8 NK] 0.20) 0.56] NK] NK] 0.20] NK] -0.40 0.38 NK] NK] 0.20) NK] 0.45 NK]
10 -0.70] NK NK NK -0.40 NK] NK] 0.20!
12 NK] NK NK]

H= mintavétel idépontja (hét); TKE = telepképz6 egység;

NK = nem kimutathatd;

eredmények; kék =250 ml minta membransziirés eredményébdl szamolt eredmények

AV= Asvz’inyviz;

FV= Forrasviz;

Szinkdd: piros = 500 ml minta membrénsziirés eredményébdl szamolt
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15. tablazat: TaAléld P. chrysogenum NCAIM F 00837 telepszdm a vizsgélt palackozott szénsavas forrds- és 4svanyviz mintdba vald beoltds utdn

H log TKE/100ml|
AV7 FV8 FV9 AV10 AV11 AV12

0 0.85 1.59 2.59 0.95 1.58 2.56 1.00 1.58 2.57 0.78 1.58 2.60) 0.90 1.57 2.59 0.90 1.58 2.56
1 0.60] 1.48 2.25 0.78 1.40 2.14 0.85 1.30 241 0.48 1.40 1.95 0.60] 1.85 2.03 0.30 1.18 2.32
2 0.30 1.00 1.99 0.48 1.20 1.89 0.48 1.04 2.30 0.30 1.04 1.76] 0.48 1.91 1.89 0.48 0.85 1.79
3 NK 0.48 1.49 NK] 0.95 1.51 NK 0.70 1.23 NK 0.95 1.26 NK 0.95 1.40 NK 0.30 1.32
4 0.08 NK] 1.08 NK] NKI 1.00] 0.08 NK] 0.90 0.20 NK] 0.85 0.08 0.60 1.23 0.30 NKI 1.15
6 -0.40 0.20 0.85 0.08 0.30 0.78 -0.40 0.45 NK] -0.70 0.20 NK] -0.40 NK] 0.95 -0.70 0.30 0.85
8 NK -0.40 NK] -0.70 -0.10 NK] NK -0.22 0.45 NK NK 0.56 NK 0.08 NK] NK -0.40 NK]
10 NK 0.20) NK]| NK 0.30 NK -0.40] -0.40] NK 0.30) NK 0.38
12 NK] NK NK NK] NK] NK NK] NK

H= mintavétel id6pontja (hét); TKE = telepképzd egység;

NK = nem kimutathaté;

eredmények; kék =250 ml minta membransziirés eredményébdl szamolt eredmények

16. tablazat: Talélo A. fumigatus NCAIM F 00673 telepszam a vizsgalt palackozott szénsavas forrds- és d4svanyviz mintdba val6 beoltds utdn

AV= Asvényvfz;

FV= Forrasviz;

Szinkéd: piros = 500 ml minta membransziirés eredményébdl szamolt

H log TKE/100ml
AV7 FV8 FV9 AV10 AVI11 AV12

0 0.95 1.62 2.61 0.90 1.62 2.62 0.85 1.59 2.61 0.90 1.60 2.61 0.95 1.62 2.63 0.90 1.62 2.61
1 0.90 1.56 2.59 1.00 1.58 2.60 0.90 1.53 2.56 0.85 1.57 2.58 1.04 1.66 2.61 0.78 1.57 2.61
2 1.00 1.58 2.57 0.95 1.60 2.51 0.70 1.48 2.51 0.90 1.54 2.59 0.90 1.77 2.60 0.90 1.58 2.58
3 0.85 1.53 2.46 1.00 1.45 2.49 0.78 1.49 2.49 0.78 1.51 2.57 1.00 1.70 2.59 0.70 1.54 2.54
4 0.78 1.49 2.53 0.90 1.51 2.54 0.60 1.46 2.38 0.90 1.53 2.56 0.90 1.66 2.56 0.60 1.49 2.51
6 0.70 1.45 2.45 0.78 1.45 247 0.48 1.48 2.36 0.78 1.49 2.53 0.85 1.62 2.37 0.85 1.43 2.49
8 0.78 1.56 2.41 0.70 1.48 2.25 0.70 1.43 2.23 0.85 1.48 2.51 0.90 1.58 2.43 0.78 1.40 2.45
10 0.90 1.38 2.34 0.60 1.26 2.26 0.60 1.30 2.08 0.70 1.43 2.47 0.70 1.52 2.35 0.70 1.41 241
12 0.70 1.45 2.34 0.70 1.08 2.23 0.30 1.36 1.93 0.78 1.30 2.48 0.78 1.38 2.27 0.60 1.34 2.33
26 0.15 0.62 1.00 0.15 0.51 0.91 0.34 0.58 1.06 0.20 0.38 0.94 -0.70 -0.10 0.20 0.34 0.88 1.09

H= mintavétel idopontja (hét); TKE = telepképz6 egység;

AV= Asvinyviz; FV=Forrdsviz; Szinkéd: piros = 500 ml minta membransziirés eredményébél szamolt eredmények
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5.4.1.1.Tulélo telepképzo egység szam a F. oxysporum CC F 36 torzzsel beoltott szénsavas

mintiaknal

Minden F. oxysporum CC F 36 torzzsel beoltott szénsavas mintdkban egyértelmi csokkend

tendencia volt kimutathaté a telepképz0 egységek szamaban. A telepképzé egység eredmények

gyakorlatilag minden szénsavas termékmintdban hasonldan alakultak, 95% - os konfidencia szinten

szignifikans kiilonbség nem volt kimutathatd, ezért oszlop diagramban egy példan keresztiil (17.

abra) szemléltetem a lent részletezett tendenciat:

e A kimutathaté telepképzé egység szdm a legkisebb konidium koncentriciéval (<10

konidium/100 ml) beoltott termékmintdkban jellemzden a 6., két esetben (FV9, AV12)

pedig a 8. hét alatt nullara csokkent.

e 10-50 konidium/100 ml kiindulasi koncentracié esetén a membranszuréssel kimutathato

telepképzd egység 2-3 hét alatt egy nagysdgrenddel csokkent, majd 10 hét mdlva (FV8

esetén a 8. héten) mar nem volt kimutathaté telepképzd egység az 500 ml-re emelt térfogati

mintaban sem.

e 100-500 konidium/100 ml kiindulasi koncentraciéondl a membransziréssel kimutathato

telepképz6 egység hasonldan, 2-4 hetenként csokkent egy-egy nagysagrenddel, igy az 500

ml-ben kimutatott telepképz06 egység a mérések 8-12. hetében érte el a nullat.

3.00
B kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml
Dkiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml
200 W kiindulasi koncentraci6 100-500 konidium /100 ml | |
E
o
e
w 1.00
¥4
|_
o)
o
0.00 -
-1.00 -

0 1 2 3 4 6 8 10
Mintavétel idépontja (hét)

12

17. ébra: Tulél6 F. oxysporum CC F 36 telepképz0 egységek szama az AV7 kddszami szénsavas

4svanyviz mintdba valé beoltds utin. TKE = telepképz6 egység
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5.4.1.2.Tulélo telepképzo egység szam a C. cladosporoides CC F 50 torzzsel beoltott szénsavas
mintaknal
A telepképzd egység eredményeket oszlop diagramban egy példan keresztill (18. 4bra)
szemléltetem. Minden, a vizsgalt C. cladosporoides CC F 50 torzzsel beoltott szénsavas mintdban, a
F. oxysporum CC F 36 torzzsel beoltott mintdkhoz hasonléan egyértelmii csokkend telepképzd
egység tendencidt mértiink, a kiilonb6zd termékmintdk eredményei kozott 95% - os konfidencia
szinten szignifikans kiilonbség nem mutathat6é ki. A tilélo telepképzd egység szdm az aldbbiak
szerint alakult:
¢ A kimutathat6 telepképzd egység a legkisebb konidium koncentracidval (<10 konidium/100
ml) beoltott termékmintdkndl az AV7, FV8 kédjelli termékmintdk esetében 6-, az Gsszes
tobbi vizsgdlt palackozott szénsavas forrds- €s asvanyviz esetében 8 hét alatt csokkent
nulldra
e 10-50 konidium/100 ml kiinduldsi koncentrdcié esetén a membransziiréssel kimutathat
telepképzd egység 2-3 hét alatt egy nagysdgrenddel csokkent, majd jellemzéen a 8. héten
mar nem volt kimutathato telepképz6 egység az 500 ml-re emelt térfogati mintdban sem.
e 100-500 konidium/100 ml kiinduldsi koncentrdciéndl a membransziiréssel kimutathat6
telepképz6 egység hasonldan, 2-4 hetenként csokkent egy-egy nagysagrenddel. Az 500 ml-
ben kimutatott €16 telepképzd egység a mérések 10-12. hetében érte el a

nullat.

3.00

W kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml

log TKE / 100 ml

DOkiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml
W kiindulasi koncentracié 100-500 konidium /100 ml
2.00
1.00 -
0.00 - ‘
-1.00 +
0 1 2 3 4 6

Mintavétel idépontja (hét)
18. abra: Tuléld C. cladosporoides CC F 50 telepképzo egységek szdma az FV9 kédszamu

szénsavas forrdsviz mintaba valo6 beoltas utin. TKE = telepképz6 egység
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5.4.1.3.Tulélo telepképzo egység szam a P. chrysogenum NCAIM F 00837 torzzsel beoltott
szénsavas mintaknal
A P. chrysogenum NCAIM F 00837 esetében az eldz6ekben targyalt két fonalasgomba torzsnél
valamivel nagyobb rezisztenciat tapasztaltunk a termékmintak szénsavtartalmaval szemben, de ezt a
kiillonbséget a statisztikai vizsgalataink 95%-os konfidenciaszinten nem tdmasztottdk ald. A
membransziirt mintdkban a kimutathaté telepképzd egység szdm nullara csokkent a
kovetkezoképpen:
® A legkisebb beoltdsi koncentracié (<10 konidium/100 ml) esetében a 8. héttdl (kivétel az
FV8 kodjelii minta, ahol csak a 10. héten)
¢ 10-50 konidium /100 ml esetében a 10. héttdl (kivétel az AV10 kddjeld minta, ahol mar a 8.
héten sem tudtunk kimutatni tdlélo telepképzd egységet)
e a legnagyobb kiindulési telepszdmndl (100-500 konidium/100 ml) minden esetben a 12.
héten
A telepképzd egység eredmények a kiilonbdzd szénsavas termékmintidkndl nem mutatott
szignifikdns kiilonbséget, igy azt oszlop diagramban itt is egy példan keresztiil (19. dbra)

szemléltetem.

3.00

B kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml

DOkiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml
W kiindulasi koncentracié 100-500 konidium /100 ml
2.00
1.00 -
0.00 - ‘
-1.00 -
0 1 2 3 4 6

Mintavétel idépontja (hét)

log TKE /100 ml

19. abra: Tuléld P. chrysogenum NCAIM F 00837 telepképzo egységek szama az FV8 kddszamu

szénsavas forrdsviz mintdba val6 beoltds utdn. TKE = telepképz6 egység
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5.4.1.4.Tulélo telepképzo egység szam az A. fumigatus NCAIM F 00673 torzzsel beoltott
szénsavas mintaknal

Az A. fumigatus NCAIM F 00673 esetében az eldzdekben tiargyalt 3 fonalasgomba torzsnél
szignifikansan erdsebb rezisztencia volt tapasztalhatd a vizsgalt termékmintdk szénsavtartalmaval
szemben. A beoltott palackokban a tervezett 12 hét vizsgalati idotartam elteltével is mértiink tiléld
telepképzd egységet. Az eredmények tiikrében egy kiegészitd vizsgalatot végeztiink a beoltdst
kovetd 26. héten. Kimutathat6 telepképzé egységet, még ekkor is taldltunk. A telepképzd egység
szam csokkenés tendencidja a kovetkez6képpen alakult:

e <10 konidium/100 ml kiinduldsi telepszdm esetében az els6é 12 hétben igen gyengén
csokkend illetve stagnalo telepképzo egység szamot tapasztaltunk. A 26. héten az 500 ml-re
megemelt mintamennyiségben 0,2-2,2 TKE/100 ml tilél6 telepképzo egységet mutattunk ki.

e 10-50 konidium/100 ml kiinduldsi telepszam esetében az elsd 12 hétben enyhén csokkent a
tulélo telepképzd egység. A 26. héten 0,8-7,6 TKE/100 ml tdléld telepképzd egység volt
tapasztalhatd. A minta mennyiségét itt is 500 ml-re emeltiik.

e A 100-500 konidium/100 ml kiindulasi koncentracidji mintdknal az el6zdekhez hasonléan
csekély telepképzd egység szam csokkenést tapasztaltunk. A 26. héten megismételt, 500 ml-
re emelt térfogatd membransziirés eredményei 1,6-11,6 TKE/100 ml -t mutattak.

A telepképzd egység eredményeket oszlop diagramban itt is egy példan keresztiil (20. 4bra)

szemléltetem.

3.00 B kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml

O kiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml

W kiindulasi koncentracié 100-500 konidium /100 ml
2.00 +
1.00
0.00 +
-1.00 - T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o 1 2 3 4 6 8 10

12 26
Mintavétel idépontja (hét)

log TKE /100 ml

20. abra: Tuléld A. fumigatus telepképzd egységek szdma az AV12 kédszamu szénsavas dsvanyviz

mintdba valé beoltds utdn. TKE = telepképz6 egység
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5.4.2. Tulélo telepképzo egység szam a szénsavmentes palackozott vizmintakban

A szénsavmentes palackozott vizmintdk tilélo telepképzd egység szdm eredményeinek
értékelésénél mindenképpen figyelembe kell venni azt a tényt, hogy a vizsgalat sordn ameddig a
palack térfogata ezt lehetdvé tette, ugyanazt a palackot mintdztuk az egymast kovetd mintavételi
idépontokban. Minden mintavétel elott a homogén minta eldéllitisa érdekében a palackokat
erdteljesen felrdztuk, igy a hifdk toredezése miatt iddvel nagyobb szamu €16 telepképzd egységet
tudtunk kimutatni, mint ha razds nélkiil, nyugalomban inkubéltuk volna a palackokat. Ez a
koriilmény rdvilagit arra a tényre, hogy a fonalasgombdk telepképzd egység meghatirozdsa
folyékony kozegb6l nem mindig ad egyértelmii eredményt. A fonalasgombdk telepképzd
egységszdm meghatdrozdsanak részletes eredményeit a 17.-20. tdbldzatok tartalmazzdk. A
telepszam meghatarozas emlitett nehézségeit jol szemléltetik a kovetkezo alfejezetekben bemutatott

oszlopdiagramok (17.-24. dbrik).
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17. tablazat: Tualéld F. oxysporum CC F 36 telepszam a vizsgalt palackozott szénsavmentes forrds- és dsvanyviz mintdba vald beoltas utin

H _ Iog_; TKE /100 ml
FV1 FV2 AV3 AV4 AV5 AV6
0 0.60 1.51 2.46 0.90 1.51 2.52) 0.78 1.51 2.51 0.78 1.51 2.49 0.78 1.51 2.45 0.78 1.51 2.49
1 1.00 1.48 2.44 1.00 1.48 2.63 0.70 1.48 2.63 0.70 1.48 2.52 1.00 1.95 2.51 0.70) 1.60 2.51
2 1.00) 1.48 2.48 1.00) 1.30) 2.71 1.00) 1.60) 2.76 1.00) 1.60 2.53 1.30) 2.32 2.54 1.00 2.65 2.38
3 0.70 1.60 2.5 1.30 1.65 2.87 1.18 1.78 2.82) 1.30 1.74 2.62 1.78 2.62 2.59 1.30) 2.71 2.54
4 1.00 1.70 2.57 1.30 1.70 2.91 1.54 1.78 2.86 1.60 1.78 2.76 1.95 2.90 2.63 2.28 2.63 2.54
6 1.48 1.78 2.60 1.78 1.74) 2.99 1.60) 1.85 2.91 1.48 1.81 2.83 1.78 2.81 2.52 2.38 2.84) 2.28
8 1.88 1.85 2.64 1.60) 178 3.26 1.95 1.95 2.98 1.65 1.88 2.99 2.30 315 2,65 278 2.88 2.60
10 1.95 2.11 2.62) 1.95 1.95 3.36 1.78 0.48 3.08 2.15 2.15 3.04 2.26 3.32 2.69 2.83 2.92 2.59
12 2.34 2.28 2.68 1.30 1.40 3.62 2.15 0.90, 3.30 2.40, 243 3.15 2.45 3.32 2.52 2.88 2.95 2.67
14 2.15 1.92 2.60) 1.95 2.30 2.94 2.04 1.92 2.98 1.95 2.30) 291 2.08 3.32 2.28 2.34 2.62 2.23
16 2.30 1.95 2.32) 1.88 2.00 2.85) 2.30 1.95 2.79 1.88 1.00 3.15 2.30 3.15 2.65 2.85 2.58 2.32)
18 2.15 2.11 2.57 1.78 2.00, 2.82 2.08 2.11 2.91 2.08 2.85 2.80) 2.51 3.32 2.61 2.90) 2.40, 241
20 1.95 2.08 2.68 1.60 1.78 2.51 1.95 2.08 2.68 2.04 3.04 2.34 2.26 3.32 2.69) 2.60) 2.51 2.34
H= mintavétel idépontja (hét); TKE = telepképz6 egység; AV= Asvanyviz; FV= Forrisviz
18. tablazat: Tuléld C. cladosporoides CC F 50 telepszam a vizsglt palackozott szénsavmentes forrds- és 4svanyviz mintdba vald beoltds utdn
H _ LOG TKE /100 ml
FV1 FV2 AV3 AV4 AV5 AV6

0 0.90 1.51 2.50) 0.78 1.48 2.50 0.90 1.30 2.47 0.90 1.48 2.49 0.70 1.48 2.50) 0.70) 1.48 2.48
1 1.00 1.48 2.53 1.00 1.40 2.48 0.70 1.40 2.48 1.00 1.48 2.48 0.70 1.48 2.48 1.00) 1.54 2.60)
2 0.70] 1.00) 2.40 1.18 1.60) 2.38 1.00) 1.00) 2.40) 1.18 1.40 2.51 1.00) 1.65 2.18 1.00 1.65 2.51
3 1.00 1.00 2.41 0.70 1.78 2.41 1.00 1.30 2.49 0.70 2.30 2.49 1.00 1.78 2.52) 1.18 1.88 2.86
4 1.00 1.40 2.44 1.00 1.88 2.30) 1.30 1.00 2.43 1.00 1.18 2.46 0.70 1.88 2.32) 1.30) 1.65 2.78
6 0.70] 1.30) 2.43 0.70) 1.78 2.38 1.40) 1.18 2.08 1.40) 1.18 2.20) 1.18 2.00) 2.40 1.60 1.78 2.64
8 1.30 1.30) 2.30 1.00) 1.95 2.48 1.40) 1.30 2.38 0.70 1.54 248 100 1.95 2.30 1.48 1.95 2.48
10 1.48 1.54 2.23 1.18 1.65 2.95 1.18 1.00 2.04 1.18 1.18 2.38 1.40 2.20) 2.08 1.78 1.97 2.20
12 1.78 1.48 2.08 1.00 1.30 2.85 1.00 0.70] 2.11 1.00 1.18 2.32) 1.65 2.08 2.54 1.88 2.11 1.90
14 1.00 1.00 2.43 0.70 1.78 2.38 0.70 1.00 2.08 0.70 1.18 2.04 1.18 2.00 2.40 1.40 1.78 2.64
16 1.40 1.30 2.40 1.00 1.95 2.08 1.30 0.70 2.38 NK] 1.00 241 1.00 1.95 2.34 1.48 1.88 2.48
18 1.00 1.18 2.04 1.18 1.60 2.53 NK]| 1.18 2.04 0.70, 0.70 2.48 0.70] 2.20) 2.08 1.78 1.95 2.20
20 1.00 1.48 2.34 1.00 1.30 1.95 0.70 NK] 2.11 NK] NK] 2.15 1.65 2.00 2.18 1.40 2.04 1.90)

H= mintavétel idépontja (hét);

TKE = telepképzd egység;

NK = nem kimutathatg;

AV= Asvz’myviz; FV=Forrasviz
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19. tablazat: Talélo P. chrysogenum NCAIM F 00837 telepszam a vizsgélt palackozott szénsavmentes forras- és dsvanyviz mintdba valé beoltds utan

log TKE /100 ml

i 2% V2 AV3 AVA AVS AVG

0 0.95 1.58 2.57 0.90 1.48 2.58 0.90 1.60 2.60) 1.00 1.60 2.59 0.90 1.60 2.60 0.90 1.58 2.58
1 1.00 1.95 2.86 1.00 1.60 2.73 1.00 1.81 2.76 1.30 1.90 3.03 1.00 1.88 2.76 1.30 2.26 2.72
2 1.30 2.18 2.94 1.30 1.70 2.86 1.00 1.78 2.83) 1.60 2.32 3.44 1.00 2.46 2.94 1.95 2.72 2.83
3 1.60 2.36 3.20 1.30 1.70 2.93 1.48 1.88 2.97 2.48 2.46 3.61 1.30 291 3.46 2.20 2.81 3.03
4 2.85 2.71 3.52 1.95 1.78 3.20) 1.88 1.45 3.15 2.60 2.61 3.69 1.60 2.96 3.62 2.34 2.92 3.26
6 2.78 2.76 3.61 2.30 2.08 3.51 2.48 1.70 3.20) 2.85 2.76 3.68 2.78 3.15 3.83 2.46 3.01 3.91
8 3.26 291 3.83 2.60 2.20 3.69 2.78 1.86 3.26 2.90 2.85 3.86 2.90 3.23 3.92 2.52 2.93 3.67
10 3.46 2.90 3.15 2.78 3.41 3.54 2.95 3.32 3.45 3.08 2.92 4.32 2.87 2.95 4.38 2.84 2.95 3.97
12 3.76 3.15 3.40 3.58 3.23 3.34 3.11 3.63 3.69) 3.32 2.58 4.27 2.95 3.34 4.60 2.62 2.94 3.58
14 3.32 3.30 3.79 2.89 3.60 3.61 291 3.60 3.71 2.96 2.95 4.04 2.90 3.30 3.82 3.08 3.60 3.83
16 3.76 3.20 3.87 3.23 3.28 3.64 2.83 3.59 3.73 3.23 3.08 3.87 2.99 3.18 3.67 3.11 3.59 3.56
18 3.51 2.95 3.72 3.15 3.78 3.36 2.72 3.45 3.66 291 2.85 3.92 2.86 2.85 3.62 3.08 3.62 3.45
20 3.71 2.78 3.79 2.85 3.56 3.08 2.71 3.41 3.34 2.85 3.20 3.83 2.96 3.08 3.71 3.00 3.56 3.72

H= mintavétel idSpontja (hét); TKE = telepképz6 egység; AV= Asvdnyviz; FV=Forrdsviz; Szinkéd: z6ld = 1 ml minta lemezontés eredményébél szamolt eredmények
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20. tablazat: Talélo A. fumigatus NCAIM F 00673 telepszam a vizsgalt palackozott szénsavmentes forrds- és dsvanyviz mintdba valé beoltds utdn

Tog TRE 7700 ml
H FV1 FV2 AV3 AV4 AV5 AV6
0 0.90) 1.60 2.63 0.90) 1.60 2.62) 1.00 1.60) 2.63 0.90) 1.61 2.61 0.78 1.62 2.60) 0.90) 1.64 2.70)
1 1.00 1.95 2.79 1.30 1.88 2.90) 1.30 1.70 2.76 1.00 1.95 2.78 1.00 1.60 2.88 1.00 1.85 2.78
2 1.30 2.30 2.8 1.60 1.95 3.23 1.70 1.90 2.91 1.40 2.18 2.94) 1.48 1.96 3.11 1.30 1.95 3.23
3 1.78 2.82) 3.20) 1.78 2.45 3.38 1.78 2.28 3.08 1.48 2.56 3.40) 1.60 1.97 3.30) 1.60 2.04) 2.96
4 2.38 2.77 3.67 1.95 2.63 3.83 1.85 271 3.32 1.78 2.26 3.70) 1.88 2.30) 3.34) 1.78 2.34 3.62)
6 2.34 2.90) 3.08 1.88 2.72) 3.86 1.95 2.72) 371 1.88 2.60) 3.85 1.95 3.30) 3.34) 2.20) 3.00) 4.30
8 2.48 3.08 3.08 220 2.86 3.59 2.3)) 2.67 3.76 1.95 3.00 374 2.15 3.65 3.59 2.85 2.85 3.93
10 3.36 3.46 391 2.61 2.92) 3.98 2.83 2.91 3.59 2.08 2.95 3.63 2.30) 3.62 3.83 2.46 2.99 4.8
12 3.23 3.70) 3.34) 2.49 3.60 3.00) 2.00 2.30 3.34 2.18 2.75 3.83 2.23 3.86 3.89 2.30) 3.45 3.15
14 3.92 3.87 3.78 2.32 3.61 3.32) 2.95 2.86 3.67 1.95 2.60 3.79 2.32) 3.61 3.80) 1.95 2.85 3.91
16 3.43 3.84) 3.67 2.23 3.46 3.38 2.18 2.32) 3.65 2.18 3.8 3.64 2.26 351 3.64 2.40) 311 3.80)
18 3.89 3.89 3.7 2.08 2.85 2.85 2.04) 2.86 3.79 2.08 2.85 3.3 2.04) 3.36 2.78 2.08 2.85 3.77
20 381 3.82 3.72) 2.04 2.90) 2.95 2.08 2.61 3.69 2.04) 3.5 3.79 211 2.78 2.95 2.04) 341 3.79

H= mintavétel idépontja (hét);

TKE = telepképzd egység;

AV= Asvényviz;

FV= Forrasviz;

Szinkdd: z6ld = 1 ml minta lemezontés eredményébdl szdmolt eredmények
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5.4.2.1.Tulélo telepképzo egység szam a F. oxysporum CC F 36 torzzsel beoltott szénsavmentes
mintaknal

A vizsgalt F. oxysporum CC F 36 torzs a kisérleteink ideje alatt talélo telepképzo egység szama
ingadoz6. Tendencidjat tekintve csak a két kisebb beoltdsi koncentracidji mintdkndl mutat
novekedo €16 telepképzo egység eredményeket. A kimutathaté telepképzd egység szam novekedés
az esetek nagy részében itt sem jelentds, a legnagyobb novekedést az AVS kddjelli dsvanyviz >10
TKE/100 ml kiinduldsi koncentracidjanal tapasztaltunk. Itt kozel 2 logaritmus novekedés volt
mérhetd a 12. hét végén. Ezzel szemben a 10-50 konidium/100 ml beoltdsi koncentricidju
mintdkndl az €16 telepképzd egység novekedés maximum 1 nagysdgrendet tesz ki és a telepképzd
egység eredmények a kisérletek végére a kiindulési tartomany kozelébe csokkentek.

e A legkisebb beoltdsi koncentracidji mintdknal (<10 konidium/100 ml) a telepképzd egység
szam erds ingadozas mellett csekély mértékli (maximum 2 logaritmus) emelkedést mutatott
a vizsgélt id6szakban. A 20. héten mért €10 telepképzd egység minden esetben nagyobb volt
a kiinduldasi értéknél

e A 10-50 TKE/100 ml beoltdsi koncentraciéji mintdkndl az €IS telepképzd egység szdm
novekedés kisebb mértéka volt, de szintén minden mintanal emelkedo tendenciat mutat.

e Ezzel szemben a nagy kiindulési koncentracigji mintaknal (100-500 konidium/100 ml) az
ingadozo €16 telepképzo egység érték stagndlt, esetenként a kiindulési érték kozelébe illetve
ald is siillyedt a vizsgélatok utolsé hetében.

A telepképzo egység eredményeket oszlop diagramban a szénsavas forrds- és dsvanyviz mintdk
eseményeit targyald fejezetekhez hasonldan itt is egy példan keresztiil (21. dbra) szemléltetem

A statisztikai elemzések 95%-os konfidencia szinten rdmutatnak, hogy a F. oxysporum CC F 36
kimutathaté tdléld telepképzd egység szdma a kisérleteink sordn a C. cladosporoides CC F 50
torzsnél szignifikdnsan nagyobb, a P. chrysogenum NCAIM F 00837 illetve A. fumigatus NCAIM F
00673 penészgombakénal szignifikdnsan kisebb.
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5.00

DOkiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml
DOkiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml
4.00 .- EKiindulési koncentrécié 100-500 konidium /100 ml
E 3.00
(=]
=4
w
x M —
- _ _
8 2.00 ~ — = |
1.00 A
0.00 T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Mintavétel idépontja (hét)

21. abra: Tulélo F. oxysporum CC F 36 telepképz0 egységek szama az FV1 kédszamu

szénsavmentes forrdsviz mintdba vald beoltds utdn. TKE = telepképz0 egység

5.00
W kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml
Okiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml
4.00 W kiindulasi koncentracié 100-500 konidium /100 ml L
E 3.00 1
(=]
e
w
X
=
8 2.00 +
1.00 +
0.00 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
6 8 10 12 14 16

18 20
Mintavétel idépontja (hét)

22. abra: Tuléld C. cladosporoides CC F 50 telepképz6 egységek szdma az AV3 kddszamu

szénsavmentes dsvanyviz mintaba val6 beoltas utin. TKE = telepképz6 egység
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5.4.2.2.Tulélé telepképzé egység szam a C. cladosporoides CC F 50 torzzsel beoltott
szénsavmentes mintaknal

A telepképz6 egységek szama a vizsgalt C. cladosporoides CC F 50 torzs esetében csak igen kis

mértékben emelkedett, majd a vizsgélt id6tartam végére kisebb ingadozéssal jellemzden a kiindulasi

érték ald csokkent. Ezek az eredmények egybevdgnak a vizudlis nyomon kovetés sordn

tapasztaltakkal, ahol a vizsgélt fonalasgomba torzsek koziil C. cladosporoides CC F 50 esetén

észleltiink legkés6bb szemmel l4that6 termékkarositast.

e A <10 és a 10-50 konidium/100 ml kiinduldsi koncentrdciéji mintdkndl a vizsgalt
id6szakban €16 telepképzé egység szam ingadozds mellett tendencidjat tekintve stagndld
értékeket mértiink. Csak elvétve tapasztalhaté egy-egy kiugré 0,5-1 nagysigrendi
telepképz6 egység szam emelkedést.

o A legnagyobb beoltdsi koncentracidji mintdkndl (100-500 konidium/100 ml) szintén
ingadoz6 telepképzd egység szamot tapasztaltunk, itt azonban minden mintdndl csokkent a
kimutathat6 €16 telepképzo egység szam a vizsgalt idoszak (20 hét) végére.

Tapasztalhat6 volt a C. cladosporoides CC F 50 torzzsel beoltott szénsavmentes mintdkndl, hogy a
kiilonbozoé koncentraciéban beoltott azonos terméket tartalmazd palackok a kisérlet soran
tobbségiikben végig megtartottdk a kiinduldskor jellemz6 €16 telepképzd egység szdm kiilonbséget.
Ezt a tobbi vizsgalt fonalasgomba torzsnél nem tiint konzekvensnek. Az el6z0 alfejezetben targyalt
F. oxysporum CC F 36 esetében példdul tobbszor tapasztalhaté volt, hogy a 10-50/100 ml
nagysagrenddel beoltott mintik telepképz6 egység szama mar akar a 3. vizsgalati héten meghaladta
az egy nagysdgrenddel nagyobb beoltdsi koncentraciéji parhuzamos mintaét. A statisztikai
elemzések 95%-o0s konfidencia szinten rdmutatnak, hogy a kimutathat6 tiléld telepképzd egység
szama a kisérleteink sordn a C. cladosporoides CC F 50 torzsnél szignifikansan kisebb, mint a tobbi
vizsgélt penészgomba esetében.

Szintén C. cladosporoides CC F 50 torzzsel beoltott palackozott szénsavmentes dsvanyvizekkel
végeztek megfigyeléseket Fujikawa és munkatarsai (1999). Azokban a mintdkban, amelyeket a
beoltds eldtt sterileztek, a beoltast kovetd harmadik hoénaptdl jelentds novekedést tapasztaltak a
telepképzd egység szamban, mig a nem eldsterilezett mintdkndl a mi eredményeinkhez hasonléan
telepképzd egység szam stagndldsrdl szdmolnak be. Ezek az eredmények a feltételezett kisérd
baktériumflora gitlé hatdsdval magyardzhatéak.

A kereskedelemben kaphaté palackozott szénsavmentes forrds- és dsvanyvizek mikrobioldgiai
vizsgélati eredményeirdl beszdmol6 szakirodalom szerint (Cabral & Pinto, 2002) C. cladosporoides

CC F 50 taldlhaté a mintdk 50%-ban, amennyiben a palackban szabad szemmel észlelhetd,
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fonalasgombdk okozta termékkarositas is észlelhetd, és a termékmintdk 32 %-ban, amennyiben
azokban szabad szemmel nem észlelhetd a fonalasgomba micélium novekedése.
A telepképzd egység eredményeket oszlop diagramban ismét egy példan keresztiil (22. dbra)

szemléltetem

5.4.2.3.Tulél6 telepképzé egység szam a P. chrysogenum NCAIM F (00837 torzzsel beoltott
szénsavmentes mintaknal

A P. chrysogenum NCAIM F 00837 esetében szintén tapasztaltunk ingadozdst a szénsavmentes

mintdk tdléld telepképzd egység eredményeiben, azonban az el6zéekben tirgyalt két fonalasgomba

torzzsel ellentétben a tendencia egyértelmiien emelkedést mutat minden kiinduldsi koncentracionél

és minden termékmintanal.

e A legkisebb beoltasi koncentracidju (<10 / 100 ml) mintdkndl az éI6 telepképzd egység
szdm novekedés a vizsgalt iddszak végére elérte a 2-3 nagysdgrendet. A legerdteljesebben
az FV1-, a leggyengébben az AV4 kédjelti mintdban szaporodott a vizsgalt P. chrysogenum
NCAIM F 00837 torzs.

e A 10-50 /100 ml nagysdgrenddel beoltott mintdkban a telepképzd egység nodvekedés
valamivel mérsékeltebb (1-2 logaritmus), de egyértelmiien kimutathato.

e A legnagyobb beoltdsi koncentraciéval rendelkez6 mintdknal (100-500 /100 ml) volt a
legcsekélyebb intenzitast (jellemzden 1 logaritmus) a kimutathatd telepképz6 egység szadm
novekedés.

A statisztikai elemzések 95%-os konfidencia szinten rdmutatnak, hogy a kimutathatd tuléld
telepképzd egység szdm a kisérleteink sordn a P. chrysogenum NCAIM F 00837 torzsnél
szignifikdnsan nagyobb, mint a C. cladosporoides CC F 50 és a F. oxysporum CC F 36
penészgomba esetében, de nem mutathaté ki szignifikdns kiilonbség az A. fumigatus NCAIM F
00673 torzs eredményeivel szemben.

A telepképz6 egység kimutatisok eredményei itt is Osszhangban allnak a vizudlis nyomon
kovetésnél tapasztaltakkal, ahol a P. chrysogenum NCAIM F 00837 torzzsel beoltott szénsavmentes
mintdkndl mind a F. oxysporum CC F 36 mind pedig a C. cladosporoides CC F 50 torzsekkel
beoltott szénsavmentes mintdkénal hamarabb jelentkezett szabad szemmel l4that6 termékkarositas.
Fujikawa és munkatarsai (1999) Penicillium fajok esetében szintén erdteljes telepképzd egység
novekedésrdl szamolnak be a beoltott szénsavmentes palackozott dsvanyvizekben, abban az
esetben, amikor a termékmintat a beoltas el6tt sterilezték. A nem sterilezett termékmintak esetén
novekedést nem, csak stagnaldst tapasztaltak. Ezek az eredmények a kisérd baktériumfléra gatld
hatdsdra utalnak, melyet a mi eredményeink nem erOsitenek meg. A Penicillium fajok jo

szaporodoképességérdl szdmol be Cabral és Pinto, (2002) is, akik az &ltaluk vizsgélt, mind a
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szemmel lathaté fonalasgomba micéliumot tartalmazé mind szabad szemmel észlelhetd
fonalasgomba fonalat nem tartalmazd mintak 46-46%-ban identifikaltak Penicillium fajokat.
A telepképzd egység eredményeket oszlop diagramban az el6zdekhez hasonldan, itt is egy példan

keresztiil (23. dbra) szemléltetem

5.00
B kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml
DOkiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml
4.00 W kiindulasi koncentracié 100-500 konidium /100 ml

log TKE /100 ml

3.00

2.00 -

1.00 ~

0.00 - T T T T T T T
0 1 2 3 4 6 8 10

12 14 16 18 20
Mintavétel idépontja (hét)

23. 4bra: Tuléld P. chrysogenum NCAIM F 00837 telepképz6 egységek szdma az FV2 kddszamu

szénsavmentes forrdsviz mintdba valé beoltds utan. TKE = telepképz0 egység
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5.00 B kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml

DOkiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml
W kiindulasi koncentracié 100-500 konidium /100 ml

4.00

3.00

log TKE /100 ml

0007 T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Mintavétel idépontja (hét)

24. abra: Tulélo A. fumigatus NCAIM F 00673 telepképzo egységek szama az AV6 kédszamu

szénsavmentes dsvanyviz mintaba val6 beoltas utin. TKE = telepképz6 egység

5.4.2.4.Talél6 telepképzé egység szam az A. fumigatus NCAIM F 00673 torzzsel beoltott
szénsavmentes mintaknal
Az Altalunk vizsgdlt A. fumigatus NCAIM F 00673 torzzsel beoltott szénsavmentes mintdknél
hasonl6 tendencidkat tapasztaltunk, mint a P. chrysogenum NCAIM F 00837 esetében. Ezen
eredményekkel szintén j6l egyeznek a vizudlis nyomon kovetésnél tapasztaltak, ahol a vizsgalt
szénsavmentes palackozott forras- és dsvanyvizeknél két terméknél az A. fumigatus (FV1, AVS),
két esetben a P. chrysogenum NCAIM F 00837 (AV3, AV4) okozott eldszor szabad szemmel
észlelhetd termékkarositast két esetben pedig mindkét fonalasgomba torzzsel beoltott mintdkndl egy
idében jelentkezett a szemmel lathat6 termékromlas.
e A legkisebb beoltdsi koncentraciéji mintdk (<10 konidium /100 ml) esetében telepképzd
egység szam novekedés valtozé mértékii (1-3 logaritmus), de minden mintdnal kimutathatd.
e A kozepes beoltdsi koncentraciéji mintdkndl (10-50 konidium /100 ml) az elézdekhez
hasonl6 nagysidgendli telepképz0 egység szdm emelkedés tapasztalhaté a vizsgalt
id6tartamban.
e A legvisszafogottabb telepképz0 egység novekedést itt is a legnagyobb kiindulasi
koncentréciéja (100-500 konidium/100 ml) mintdknal tapasztaltuk.
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A statisztikai elemzések 95%-os konfidencia szinten rdmutatnak, hogy a kimutathat6 telepképz6
egység szama a kisérleteink sordn a A. fumigatus NCAIM F 00673 torzsnél szignifikdnsan nagyobb,
mint a C. cladosporoides CC F 50 és a F. oxysporum CC F 36 penészgomba esetében, de nem
mutathat6 ki szignifikdns kiilonbség az P. chrysogenum NCAIM F 00837 torzs eredményeivel
szemben.

A telepképzd egység eredményeket oszlop diagramban ismét egy példdn keresztiil (24. édbra)

szemléltetem.

5.4.3. A tilélo telepképzo egység szam meghatarozas eredményeinek osszefoglalasa

A szénsavas termékmintaknal a membransziiréssel illetve lemezontéssel meghatdrozott tiléld
telepképzd egység szam alapjdn megéllapithatd, hogy a vizsgélt penészgomba fajok tdlélése
egyrészt a vizsgdlt fonalasgomba torzstdl fliggst, masrészt attdl, hogy a vizsgélt palackozott forrds-
és dsvanyvizmintdk szénsavat tartalamztak-e. Nem volt kimutathaté szignifikdns kiilonbség a a
kiilonbozo kiinduldsi koncentraciok illetve a kiilonb6zé palackozott forras- €s dsvanyvizek
(eltekintve a szénsavtartalomtdl) kozott.

A tilélo telepképzd egység meghatirozds eredményei a szénsavas palackozott forrds- és
dsvanyvizmintdkban egyértelmii csokkenést mutattak, az A. fumigatus NCAIM F 00673 kivételével
a vizsgalt idotartam végén nem mutattunk ki tdléld telepképzd egységet. Ezzel szemben a
szénsavmentes palackozott forras- €s dsvanyviz mintdkndl egyes esetekben kimutathaté volt lassd
csokkenés, stagndlds és jelentds szaporodds is a kimutatott tuléld telepképzd egységek szdma
alapjan.

A szénsavtartalommal szemben a legellendllob az A. fumigatus NCAIM F 00673 volt, és ez a
kiillombség szignifikdnsnak mutatkozott az 0sszes tobbi vizsgilt penészgombdval szemben. Az A.
SJumigatus NCAIM F 00673 torzzsel beoltott termékmintidkban is tapasztalhaté lassi telepképzd
egység szdm csokkenés az ido fiiggvényében, azonban még a 26. héten megismételt mintizas
alkalmaval is kimutathaté volt tdléld telepképzd egység az Gsszes szénsavas termékmintidban. A P.
chrysogenum NCAIM F 00837 a F. oxysporum CC F 36 és C. cladosporoides CC F 50 nem élte tul
a szénsavas termékmintakba valo beoltast kovetd 12 hetes vizsgalati idétartamot.

Osszességében megallapithat6 hogy ez utébbi hdrom fonalasgomba torzs esetén az Osszes szénsavas
termékmintdban a kimutathaté telepképzd egység szam kis beoltdsi koncentricié6 (<10
konidium/100 ml) esetében 6-8, kdzepes beoltdsi koncentracié (10-50 konidium/100 ml) esetén 8-
10, mig magas kiinduldsi koncentracié (100-500 konidium/100 ml) esetén 10-12 hét alatt a
kimutathatésagi hatar ald csokkent. Az enyhén szénsavas termékmintdkban (szénsavtartalom < 4,5
g/l) a telepképzd egység csokkenés lassabban ment végbe, mint a nagyobb szénsavtartalmu

termékmintakndl, azonban ez az eltérés nem mutatkozott szignifikdnsnak.
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A kimutathaté telepképzd egység csokkenés mértéke tehdt fonalasgomba torzsenként eltérd, de
minden szénsavas termékmintdnal kimutathaté volt, mely eredmény aldtdmasztja a vizualis nyomon

kovetésnél tapasztaltakat.

A szénsavmentes termékmintdkban a beoltast kovetden a kimutatott telepképzd egységek
szdmdban novekedést tapasztaltunk, mely egyes mintdkban erdteljessé vilt, mas esetekben csekély
maradt, s6t a vizsgalt C. cladosporoides CC F 50 torzs esetében a vizsgalt idoszak végén telepképz6
egység csokkenés is eléfordult. Osszehasonlitva a felhaszn4lt fonalasgomba torzseket, elkiilonithetd
tendencidkat allapithattunk meg. Nem volt kimutathaté szignifikdns kiilonbség a P. chrysogenum
NCAIM F 00837 és az A. fumigatus NCAIM F 00673 esetében a kimutathaté telepképz6
egységszamban, a F. oxysporum CC F 36 és a C. cladosporoides CC F 50 penészgomba torzsek

kimutathat6 telepképzd egységszdma ezzel szemben szignifikdnsan alacsonyabbnak mutatkoztak.

5.5. A vizualis nyomon Kkovetés és a telepképzé egység meghatarozas eredményeinek
oOsszevetése
A szabad szemmel lathaté termékkarositds idopontjaban vizsgélt fonalasgombak telepképz6 egység
szdma €s a termékkarositds megjelenésének idépontja kozott a nagyszami (432 palack) mintank
vizsgélata alapjan nem mutatathat6 ki Osszefiiggés. Az eredményeket ebbdl a szempontbdl a 25.
abra szemlélteti. A diagram alapjan az éllapithaté meg, hogy a szemmel lathaté termékkarositas
megjelenésének pillanatdban a C. cladosporoides CC F 50 esetén volt a legkisebb, a P.
chrysogenum NCAIM F 00837 esetén pedig a legnagyobb a kimutathat6 telepképzd egység szam.
Itt kell azonban megemliteni azt a koriilményt, hogy a vizudlis nyomon kovetés és a telepképzo
egység meghatdrozds nem azonos palackokbdl tortént, €s a mintdk kezelése is némileg eltért. A
vizudlis nyomon kovetéshez haszndlt palackokat hetente atforgattuk ugyan, de er8s mechanikai
rdzkédasnak nem tettiik ki, mig az éI6 telepképzd egység meghatirozdsandl minden alkalommal
erésen felraztuk a palackokat a homogén mintavétel céljabol, ami a hifdk toredezésével jarhatott,
igy relative nagyobb telepképzd egység szamot eredményezhetett. Szintén emlitésre érdemes az a
tény is, hogy tobb esetben (jellemzden a C. cladosporoides CC F 50 esetében) a kimutathat6
telepképzd egységek szama az 1id0 haladtdval a szénsavmentes palackozott forrds- és
dsvanyvizmintdkban is csokkent, igy el6fordult olyan eset is, hogy a szemmel lathaté
termékkarosodds idopontjaban nem az abszolit értelemben vett legnagyobb €16 telepképzo egység
szamot mértilk. A mintdban ez esetben mar a csokkend telepképzd egys€g szamot mutattunk ki.
Szakirodalmi adatok (Cabral & Pinto 2002) alatdmasztjdk azon megfigyelésiinket, mely szerint az
aktudlisan kimutathaté €16 telepképzd egység és a szemmel ldthaté fonalasgomba okozta

termékkarositas nem feltétlen van egymassal 6sszhangban.
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H A. fumigatus NCAIM F 00673

B P. chrysogenum NCAIM F 00837
l F. oxysporum CC F 36

B C. cladosporoides CC F 50

4.00

log TKE /100 ml

FV1 Fv2 AV3 AV4 AV5 AV6
Termékminta kddja

25. abra: Telepképz6 egységek szama a szemmel lathaté termékromlds megjelenésének észlelésekor

a vizsgalt szénsavmentes palackozott forras- és dsvanyviz termékmintdkban
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5.6. Uj tudomanyos eredmények

1. A torzsgylijteményi Ps. aeruginosa ATCC 9027 a vizsgalt rozsdamentes acél (Wnr1.4301)
feliileten, szénsavmentes dsvanyvizben kisebb mértékli megtapaddst mutat, mint a

viznyerdhelyrdl izolalt Ps. stutzeri CC B 21.

2. Mindkét vizsgalt torzsnél (viznyeréhelyrol izolalt Ps. stutzeri CC B 21 valamint
torzsgytjteménybdl szarmazd Ps. aeruginosa ATCC 9027) megéllapitottam, hogy a
rozsdamentes acél (Wnrl.4301) feliileten vald megtapadds kezdetben inhomogén, majd
késObb homogén biofilmet eredményez, mely szénsavmentes dsvanyvizben joval gyengébb

EPS képzddést mutat, mint az idedlis kdrnyezetet modellezé BHI téplevesben.

3. A RABIT impedimetrids berendezés illetve telepszdmlalds eredményeinek Osszevetése
alapjan megallapitottam, hogy a biofilmek fertdtlenitdszerekkel szembeni rezisztencidjanak
nyomon kovetésére az impedimetrids mddszer érzékenyebb, mint a hagyoményos

telepszamlalas.

4. A szénsavmentes palackozott forras €s dsvanyvizeknél megallapitottam, hogy a vizsgalt 26
hét alatt a beoltott termékmintdkban a fonalasgombdk (F. oxysporum CC F 36, C.
cladosporoides CC F 50, P. chrysogenum NCAIM F 00837, A. fumigatus NCAIM F 00673)
tulélést, egyes esetekben telepképzd egység szdm novekedést mutatnak. A vizsgalt
fonalasgombdk a 26 hét alatt még igen csekély kiinduldsi koncentrdcié esetén is (<10
konidium/100 ml) micéliumképzés révén szabad szemmel lathat6 termékkarositast okoznak,
igy a teljes mindség megdrzési ido alatt (52 hét) a micélum novekedés kockdzata jelentds, a

termék mindsége megnyugtatéan nem biztosithato.

5. Megallapitottam, hogy a szabad szemmel l4thaté termékkdrosodds megjelenési idépontjai
kozott 95% - os konfidencia szinten sem a vizsgélt szénsavmentes forrds- és dsvanyvizek
esetében, sem a beoltott fonalasgombdk esetében nincs kimutathatd kiillonbség. A
termékkarositds megjelenésének id6pontja nem fiigg a vizsgalt fonalasgomba fajok

kiindulasi (beoltési) telepképzo egység szamtol sem.

6. A szénsavas palackozott forrds és dsvanyvizek esetében kimutattam, hogy szignifikans
kiilonbség mutatkozik az A. fumigatus NCAIM F 00673 és a tobbi vizsgalt penészgomba

torzs tulélése kozott. A F. oxysporum CC F 36, C. cladosporoides CC F 50, P. chrysogenum
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NCAIM F 00837 fonalasgombdk 12 hét elteltével nem mutatnak tdlélést, a feltételesen
humanpatogén A. fumigatus NCAIM F 00673 esetében viszont még 26 hét elteltével is
kimutathaté tdlélo telepképzd egység. A vizsgdlt penészgombdk esetében a szénsavas
termékmintdkndl a jellemzé minOség megdrzési id6 (26 hét) alatt nem alakul ki szabad

szemmel észlelheté micélium noveked€s, azaz szabad szemmel lathaté termékkarositas.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten Pseudomonas stutzeri CC B 21 és Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 éaltal képzett boifilmek kialakuldsdnak vizsgélata sordn a feliilet
kozvetlen megfestésével és mikroszkopos képanalizissel vizsgéltam a kialakult biofilmeket.
Mindkét vizsgalt Pseudomonas torzsnél jol kirajzolddo telitési gorbét sikeriilt feldllitani.
Ezek az eredmények arra mutatnak rd, hogy a biofilmek kialakulasat kozvetleniil a
felilleten vizsgalé modszerek képet adhatnak a biofilm kialakulas Kinetikajarol. A
méréseim sordn kidolgozott festési eljards szdmos eldnye (archivilhatd digitalis képek,
szamszerusithetd eredmények, a feliilet kozvetlen vizsgalata és vizualizalas lehetOsége)
mellett hatranya, hogy az élelmiszeripari gyakorlatban csak igen nehezen hasznélhat6 fel.
Javasolt tehat a jovOben olyan modszerek kidolgozdsa, amely a feliilletek kozvetlen
vizsgélatit ugy teszi lehetdvé, hogy az a mindennapos gyartdsi gyakorlatba jol illeszthetd

legyen, abbol rendszeres mikrobioldgiai monitoring médszer legyen kidolgozhat6.

Eredményeim arra mutatnak rd, hogy vizszintes rozsdamenetes acél feliileten a vizsgalt
Pseudomonas stutzeri CC B 21 illetve Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 torzsek
biofilm képzé tulajdonsaga mind az optimalisnak tekintheté6 BHI taplevesben, mind a
tapanyagszegény szénsavmentes asvanyvizben jelentés. A Pseudomonas torzsek jelenléte
tehat az dsvany- illetve forrasviz palackozéssal foglalkozd iizemek esetében éppen olyan
jelentds, mint mas élelmiszeripari termeld teriileteken.

A vizszintes rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten val6 biofilm képzés akridin narancsos
festést kovetd képanalizis eredményei arra is rimutatnak, hogy a vizsgalt, viznyerdhelyrol
izolalt Pseudomonas stutzeri CC B 21 feliillethez val6 tapadasa BHI taplevesben
gyorsabb, szénsavmentes asvanyvizben pedig joval intenzivebb, mint az a
torzsgyijteménybol szarmazé Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 torzs esetében
tapasztalhaté volt. Ez az eredmény arra vilagit rd, hogy az élelmiszeriparban nem csak a
Pseudomonas aeruginosa jelenléte esetén kell szdmolni a biofilmek kialakuldsanak
kockazataval. Mas Pseudomonas torzsek, melyek a rendszeres mikrobioldgiai monitoring
sordn esetleg nem keriilnek azonositdsra, szintén potencidlis veszélyforrdst jelenthetnek.
Javasolt tehdt az élelmiszer el6dllité iizemek sajat ,hdzi” Pseudomonas torzseit
feltérképezni, a Pseudomonas aeruginosdra iranyulé mikrobioldgiai vizsgilatokat mas
Pseudomonas torzsekre is Kkiterjeszteni, valamint figyelmeztetési hatarértéket ezekre a

torzsekre is feldllitani. A figyelmeztetési hatarértéket meghaladé mikrobioldgiai
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eredmények esetén javasolt egy megel6z0, biofilm eltdvolitdsat megcélzd fertStlenitd

tisztitas, CIP beiktatasa.

Vizszintes rozsdamentes acél (Wnrl.4301) feliileten BHI tdplevesben képzett 3, 7 és 14
napos Pseudomonas aeruginosa biofilmek kombinélt hatéanyagu fert6tlenitdszerekkel vald
inaktivalasat vizsgdlva megallapitottam, hogy a fiatalabb (3 napos) biofilmek inaktivalasa
azonos fertotlenitészer hasznalataval hatékonyabb, illetve a biofilmet alkoté él6- vagy
akar holt sejtek a feliiletrél konnyebben eltavolithatéak, mint az egy- vagy két hetes
biofilmek. Ezek az eredmények ramutatnak a biofilm kialakuldsanak megakadalyozasat
célz6 rendszeres fertétlenités és tisztitds fontossdgara. Javasolt az élelmiszer el6allitd
tizemekben eléforduld, a biofilm kialakuldsa szempontjabol veszélyes feliiletek rendszeres,
palackozott forrds- és dsvanyviz gyartds sordn is minimum 72 Oranként torténd tisztitasa,
fertétlenitése. Ezen feliil javasolt a biofilm kialakuldsat figyel® rendszeres mikrobioldgiai

monitoring bevezetése.

A biofilm eltdvolitas hatékonysdgat célzé kisérletek sordn a telepszdmlaldssal illetve RABIT
berendezéssel tortént vizsgalatok mellett a vizsgalt rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliiletet
akridin naranccsal festettem, és igy detektdltam a fertStlenités utdn a feliileten maradt
sejteket. A kisérletek eredményei arra is ramutatnak, hogy a biofilmet alkoto sejtek
inaktivalasa nem jelenti feltétlen a holt sejtek feliilletrél valo eltavolitasat. Az
élelmiszeripari gyakorlatban ez arra a potencidlis veszélyre mutat rd, amelyet a tisztitds és
fertotlenités utdn a feliilleteken maradt holt sejtek jelentenek. Ezek, a biofilmbdl maradt
szerves anyagok a feliileteken valé sejtek megtapaddsat segitik, valamint tdpanyagul is
szolgdlnak egy kovetkezd kialakul6 biofilmnek. Javasolt tehat egyrészt (a fentiekben mar
emlitett) az élelmiszeripari feliilletek kozvetlen monitorozdsat megcélz6 modszerek
kidolgozdsa, masrészt a feliiletek fertStlenitéssel egybekotott mechanikai tisztitdsa is, a

maradék szerves anyag eltavolitdsa céljabol.

Vizszintes rozsdamentes acél (Wnrl.4301) feliileten BHI tdplevesben képzett 3, 7 és 14
napos Pseudomonas aeruginosa biofilmek kombinalt hatéanyagu fertétlenitoszerekkel vald
inaktivalasat vizsgidlva megéllapitottam, hogy a vizsgalt 5 kiilonbozo fertdtlenitoszer
(Biguanid Flidche, Descosal, DisquatL, Domestos, Innofluid TF Klér) hatékonysagaban
jelentds eltérések mutatkoznak. Egyes fertOtlenitészerek mar a 3 napos biofilm ellen is
hatastalannak bizonyulnak, mig a leghatékonyabbnak bizonyult Domestos 2 % -os oldata a

3 és 7 napos biofilmeknél teljes eltdvolitist, a 14 napos biofilmnél pedig jelentds
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inaktivalast eredményez. Javasolt tehdt az élelmiszeriparban haszndlatos fertStlenitészerek
esetében a gyakorlatban hasznélatos hatékonysag vizsgdlatokat - melyek legtobb esetben a
tesztmikrobdk ellen oldatban, esetenként feliileti tesztekkel kiegészitve torténnek,- biofilmek

elleni hatékonysagi vizsgalatokkal is kiegésziteni.

A vizszintes rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) feliileten képzett Pseudomonas aeruginosa
biofilm inaktivalasi kisérleteim sordn telepszamléldssal illetve az impedimetrids mérésén
alapul6 (RABIT berendezéssel) meghatirozast is végeztem. Az eredményeimbdl
megallapithatd, hogy a biofilmek fertétlenité szerekkel szembeni rezisztenciajanak
megallapitasara a RABIT berendezés érzékenyebb. Ennek oka lehet az, hogy a sejtek a
fertotlenito eljaras sokkhatdsara un. ,,€16, de nem tenyészthetd” (VNC) allapotba keriiltek, a
sejtek a fertOtlenito eljarassal jaro stresszt tulélik, és miniméalis anyagcserét folytatnak, mely
a taptalaj impedimetridjdnak véltozdsa miatt RABIT berendezéssel detektdlhats, de
hagyomanyos mddszerrel szaporodds nem mutathaté ki. Az ,,él0, de nem tenyészthetd”
allapotban 1évo sejtek azonban az djabb biofilm kialakuldsanak szempontjabol potencidlis
veszélyt jelenthetnek, mivel a fertdtlenités stressz hatdsa utdn idvel regenerdlodhatnak, és
szaporodasnak indulhatnak. A feliileten maradt €16, de nem tenyészthetd sejtek tadpanyagul,
megtapaddsi feliiletiil is szolgdlhatnak djabb biofilmek kialakuldsdhoz. Javasolt tehit az
élelmiszeriparban olyan mikrobioldgiai mérési mddszerek bevezetése, melyek az €16, de

nem tenyészthetd sejtek kimutatdsat is megcélozzak.

Az altalunk vizsgélt, 4 kiilonb6z6, kordbban palackozott ivdovizekbdl izolalt
fonalasgombaval (F. oxysporum CC F 36, C. cladosporoides CC F 50, P. chrysogenum
NCAIM F 00837 és A. fumigatus NCAIM F 00673) beoltott, Eurépa 4 orszagabol szarmazo,
Osszesen 6 féle szénsavmentes palackozott forrds- illetve dsvanyviz esetében minden egyes
beoltott palackndl észleltiink szemmel lathaté micélium névekedés okozta termékkarositast,
még azokndl a palackokndl is, ahol a kiinduldsi konidium koncentracié igen kicsi (10
konidium / 100 ml) volt. Eredmények tehdt arra mutatnak rd, hogy a palackozott
szénsavmentes forrds- illetve dsvdanyvizekben a fonalasgombdk igen kis kiinduldsi
koncentréci6 esetén is a szavatossdgi mindség megdrzési id6 alatt szabad szemmel lathatd
micélium képzdédést okozhatnak, igy az ezzel Osszefiiggd fogyasztéi panaszok veszélye
nagy. A szabad szemmel lathaté micélium képzddés veszélyét fokozza, hogy a
szénsavmentes forrés- illetve dsvanyvizek eltarthatésdgi ideje az dltalunk nyomon kovetett
26 hétnél altalaban hosszabb, jellemzden 52 hét.

A 6 killonbozé palackozott szénsavmentes forras- illetve dsvanyviz a vizsgalt
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fonalasgombdkkal valé beoltdsat kovetd telepképzd egység szdm nyomon kovetés
eredményei arra mutatnak rd, hogy a penészgombdk a tdpanyagszegény szénsavmentes
forras- illetve dsvanyvizben is képesek tilélni, szaporodni. Ezek az eredmények megerdsitik
a vizudlis nyomon kovetés eredményeibdl levont kovetkeztetést, mely szerint a
penészgombak jelenléte szénsavmentes forras- illetve asvanyvizben potencialis veszély.
Mindezek tekintetbe vételével az ipari gyakorlatban javasolt rendszeres mikrobioldgiai
monitoring bevezetése, amely a fonalasgombdk jelenlétét hivatott kimutatni a
viznyerOhelyen valamint a feldolgozds sordn gyartdsi kornyezetben. Szintén javasolt a
végtermék mikrobioldgiai monitoringjat és felszabaditdsi hatarértékeit penészgombdkra is

keiterjeszteni.

Az altalunk vizsgalt, Eurépa 4 orszagdbdl szarmazd, 6 kiilonbozd, kereskedelmi
forgalomban kaphat6 palackozott szénsavas forrds- és dsvanyviz egyik mintdjaban sem volt
kimutathaté szemmel l4that6 termékkarositds a vizsgalt, kordbban palackozott ivovizekbol
izolalt fonalasgombaval (F. oxysporum CC F 36, C. cladosporoides CC F 50, P.
chrysogenum NCAIM F 00837 és A. fumigatus NCAIM F 00673) val6 beoltast kovetd 26
hét alatt. Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy szemben a szénsavmentes
palackozott forrds- illetve asvanyvizeknél tapasztaltakkal, a palackozott szénsavas forras-
illetve asvanyvizekben a jellemz6é minéség megorzési idé (26 hét) alatt szabad szemmel
lathaté micélium képzodés okozta termékkarositasra és ezzel Osszefiiggo fogyasztoi
panaszra nem Kell szamitani. Mivel azonban a szénsavas forras- illetve dsvanyvizeket a
gyakorlatban ugyanazon a palackoz6 gépsoron palackozzdk, mint a penészgombadkra
érzékeny szénsavmentes forrds- illetve dsvanyvizeket, itt is javasolt rendszeres monitoring

bevezetése és figyelmeztetési hatarérték felallitasa.

Az altalunk vizsgalt, kordbban palackozott ivévizbdl izoldlt A. fumigatus NCAIM F 00673 a
szénsavas palackozott forras- illetve asvanyvizben 26 hét utan is tidlélést, a
szénsavmentes palackozott forrds és dsvanyvizekben szaporodést és szabad szemmel lathaté
micéliumképzést mutat. Az A. fumigatus fakultativ patogén volta miatt javasolt a
penészgombadkra irdnyuld rendszeres mikrobioldgiai monitoring bevezetése a forras- illetve
asvanyviz palackoz¢ iizemekben, kiterjesztve azt a viznyerd hely, vizkezeld helyiségek,
termelési teriilet kornyezetére, levegdjére, valamint a csomagoléanyagokra és természetesen
a kinyert, a kezelt és a palackozott forrds- illetve dsvinyvizre is. Javasolt ezen feliil pozitiv
eredmény esetén identifikélas, és A. fumigatus vagy mas fakultativ patogén penészgomba

bizonyitott jelenléte esetén azonnali fertdtlenités, illetve fertotlenito takaritas.
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7. OSSZEFOGLALAS

Elézmények, célkitiizések

A palackozott forrds- €s dsvanyvizgyartds élelmiszer mikrobioldgiai szempontbdl jelentds teriilet.
Az érvényes magyar jogszabdly (65/2004. (IV. 27.) FVM-ESzCsM-GKM egyiittes rendelet) a
természetes forrds —illetve dsvanyvizeknél semmiféle kezelést nem engedélyez, mely a termék
Osszetételére hatdssal van, igy az antimikrobds kezeléseket sem. Szénsavmentes termékek esetében
a végtermék Osszetétele nem bir gitld hatdssal a mikrobdk szaporoddsdra, de szdmos szakirodalmi
adat beszdmol kiilonbdz6 mikrobdk szénsavas ivévizekben valé tilélésérdl is. A természetes forrds-
illetve dsvanyvizek gydrtdsa sordn tehdt kiemelt fontossdggal bir az élelmiszerhigiénia és az
élelmiszer mikrobioldgiai rizikofaktorok ismerete.

A vizrendszerek mikrobioldgidjdnak egy viszonylag sokat vizsgdlt teriilete a biofilmek
eloforduldasanak tanulmanyozdsa. A fentiekben emlitett FVM-ESzCsM-GKM rendelet
jogszabadlyilag is el6irja, hogy a fakultativ Pseudomonas aeruginosa nem lehet jelen a palackozott
forras- €s asvanyvizekben. Ugyanakkor kozismert, hogy az igen jo biofilm képz6 tulajdonsaggal
rendelkezd Pseudomonas fajok elterjedtek a felszin alatti vizrendszerekben. Az élelmiszeripari
gyakorlatban leggyakrabban haszndlatos anyagok kivalo feliiletek a biofilmek kialakuldsahoz. A
Pseudomonas fajok gyartoteriileteken, berendezésekben valé megjelenése, biofilm képzése tehat
sulyos higiénés problémat okozhat. Az daltaluk képzett biofilmekbe mds, patogén
mikroorganizmusok is beépiilhetnek, {igy az iizemhigiéniai problémdk mellett akir az
élelmiszerbiztonsdgot is fenyegethetik. Jelentds rizik6faktor a termeld kornyezetben a mindennapi
tisztito-fertStlenitd takaritds ellenére is sokszor jelen levd biofilm is. Romldst okozd Pseudomonas
fajokat izoléltak élelmiszer feldolgozé kornyezetben lefolykon, padldkon is.

A kialakult biofilmek inaktivdldsa igen nehéz az antimikrobds szerekkel szemben kialakult
nagyfoku rezisztencia valamint a biofilmet alkoté sejtek daltal termelt poliszacharidok (EPS)
feliilethez val6 erds tapadédsa miatt. A nem kelléen hatékony fertStlenitd és tisztité eljardsok utdn az
elpusztitott sejtek illetve az EPS a feliilleteken maradva kivalé taptalajt és konnyli megtapadasi
feliiletet nyujtanak a planktonikus sejteknek, ezzel eldsegitve az Gjabb biofilm gyors kialakuldsat. A
hatdstalan fert6tlenito eljaras utan a feliileten maradt vékony biofilm rétegben taldlhat6 €16, de nem
tenyészthetd sejtek idovel regenerdlédhatnak, és a feliileten taldlhaté tdpanyagokat hasznositva
Ujabb biofilm képzddése indulhat el.

A palackozott forrds- és dasvanyviz gyartds masik, keveset vizsgilt teriilete a penészgombak

eléforduldsa a palackozott ivovizekben. A fonalas illetve sarjadzé gombék felszini, valamint felszin
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alatti vizekben val6 el6forduldsardl szakirodalmi publikdcidk szdmolnak be. E penészgomba fajok
bar szamos alkalommal kimutathatdk a vezetékes és a palackozott ivovizekben egyarant, jelenlétiik
mindenképpen kornyezeti kontaminéciora utal.

A fonalasgombdk szénsavmentes dsvany- vagy forrdsvizben szaporodni képesek, esetleges
toxintermelésiik illetve patogén, allergén penészgomba esetén puszta jelenlétiik is egészségiigyi,
élelmiszerbiztonsdgi kockdzatot jelent. Az ivvizben jelenlévd fonalasgombdk az egészségkarositd
hatds mellett az ivoviz érzékszervi elvéltozdsat is okozhatjdk. Az esetenkint szemmel lathat
telepek megjelenése a nagy szdmud fogyasztdi panaszt okoz. A vizudlis problémdk mellett a
kedvezétlen aromaanyagok termelésével, dohos, fanyar, kesert illetve ,sdr iz~ jellegli izhibat

okozhatnak.

A fentieket alapul véve a dolgozat célkitlizései a kovetkezdek:

(1) Torzsgyljteménybol szarmazd Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 és viznyerdhelyrdl izolalt
Pseudomonas stutzeri CC B 21 vizszintes rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten, tdpanyagban
gazdag illetve tidpanyagszegény kozegben vald biofilmképzésének nyomon kovetése kiillonbozo
modszerekkel.

(2) Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 altal vizszines rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten,
tdpanyagban gazdag kozegben képzett biofilmjének kiilonboz6, kereskedelemben kaphat6
fertétlenitoszerekkel vald inaktivédldsdnak illetve eltdvolitdsdanak vizsgalata.

(3) Palackozott forras- illetve d4svanyvizbdl izolalt penészgomba torzsek (Fusarium oxysporum CC
F 36; ladosporium cladosporoides CC F 50; Penicillium chrysogenum NCAIM F 00837;
Aspergillus fumigatus NCAIM F 00673) tilélésének, szaporoddsdnak nyomon kovetése.

(4) Szabad szemmel is lathaté micéliumképzés (szabad szemmel észlelhetd termékkarositas)
nyomon kovetése 26 héten keresztiil, 12, dsvdnyi anyag- és szénsavtartalmdban kiilonb6zd (6

szénsavas és 6 szénsavmentes), kereskedelemben kaphat6 palackozott forrds- és asvanyvizben

Kisérleti eredmények

A rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) feliiletek kozvetlen mikroszképos vizsgdlata alapjan
megallapitottam, hogy mindkét vizsgalt torzs igen jelentOs tapaddst mutatott rozsdamentes acél
(Wnrl.4301) feliilethez BHI taptalajban, vizszintes helyzetben. A Ps. stutzeri CC B 21 feliilethez
valé tapaddsa gyorsabb volt. Mindkét Pseudomonas torzs kezdetben inhomogén, a vizsgalati id6
végén massziv, homogén biofilmet képzett. Az epifluoreszcens mikroszkdppal vizsgalt feliiletekrol

készitett digitalis fényképek képelemzésének eredményei alapjan telitési gorbe veheto fel.
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Eredményeink szerint mindkét vizsgalt torzs rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliilethez valé
tapaddsa jelentOsen kisebb volt d4svanyvizben, mint az idedlis kozegnek tekintheté BHI taptalajban.
A feliilethez valé kitapadds az id6 fiiggvényében itt is novekedd tendencidt mutatott, azonban
telitési gorbék nem dllithatdak fel. A Ps. stutzeri CC B 21 feliilethez val6 tapaddsa dsvanyvizben
joval intenzivebb volt, mint az a Ps. aeruginosa esetében tapasztalt, de a vizsgalt idétartamban
egyik torzs sem érte el a BHI taplevesben tapasztalt homogén biofilm allapotot. Az eredmények

szOrasa végig nagy marad.

A FITC festéssel kimutathaté EPS mennyisége a megtapadt sejtek szdmdahoz hasonléan
minkét torzsnél az id6 fliggvényében novekedd tendencidt mutat. A Ps. stutzeri CC B 21 BHI
tdplevesben modellezett statikus biofilmjénél jéval intenzivebb EPS termelést tudtam kimutatni,
mint a Ps. aeruginosa ATCC 9027 esetében. Az eredmények szembedtlé nagy szérdsa az EPS
felho-szerii megjelenésére utal, amely a mikroszkdpos fényképeken is jol lathaté volt. Az akridin
narancsos festés eredményeivel ellentétben a FITC-cel végzett festés eredményekire telitési gorbe

nem volt illeszthetd.

A vizsgalt Pseudomonas torzsek szénsavmentes dsvanyvizben képzett biofilmjének a FITC
festéssel kimutathat6 EPS mennyisége a BHI tdplevesben képzett biofilmekéhez képest mind
abszolut értelemben igen csekély volt. A Ps. stutzeri torzs szénsavmentes dsvanyvizben vald

biofilm képzése soran kimutathaté EPS-t a vizsgalt id6tartam alatt gyakorlatilag nem képzett.

A fertStlenitd eljardsok eredményeit Gsszehasonlitva egyértelmiien megdllapithatd, hogy a
vizsgélt tisztito-fertdtlenitdszerek koziil a Domestos 2%-os oldata volt a leghatékonyabb. A
mikroszképos fényképek alapjan elmondhatd, hogy a Domestos nem csupén eldlte a biofilmben
talalhat6 Ps. aeruginosa ATCC 9027 sejteket, de a biofilmet a feliiletrdl el is tavolitotta.

Az impedimetrids moddszert alkalmaz6 RABIT berendezés illetve telepszamldlds
eredményeinek Osszevetése alapjan megallapithatd, hogy a biofilmek rezisztencidjanak nyomon
kovetésére az €l6 de nem tenyészthetd sejtek detektdldsa miatt az impedimetrids moddszer

érzékenyebb, mint a hagyomanyos telepszamlalas.

A vizsgalt fonalasgombékkal (F. oxysporum CC F 36, C. cladosporoides CC F 50, P.
chrysogenum NCAIM F 00837 és A. fumigatus NCAIM F 00673) beoltott 6sszesen 215 palack (4
orszagbdl szarmazé 6 féle, kiillonbozo dsvanyi anyag Osszetételi termék) szénsavmentes

palackozott forrds- illetve asvanyviz vizsgédlata alapjan megdallapithatd volt, hogy a vizsgilt
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penészgombdk igen kis kiinduldsi koncentracié esetén (<10 konidium/100 ml) szemmel ldthat6
micélium novekedést és ezzel termékkdrositidst okoznak, igy ezzel Osszefiiggd fogyasztoi
panaszokkal kell szamolnunk.

A micélium képzddés vizudlis nyomonkovetése mellett a 6 kiilonbozo palackozott
szénsavmentes forrds- illetve asvanyviznél a vizsgalt fonalasgombékkal valé beoltdsat kovetden a
tulélo telepképzd egységek szdmdt is nyomon kovettem. A nagyszdmu mintak (Osszesen 84 palack)
eredményei arra mutatnak rd, hogy a penészgombdk a tipanyagszegény szénsavmentes forrds-
illetve dsvanyvizben a legkisebb beoltdsi koncentracidé (<10konidium/100 ml) esetén is képesek

tdlélni, szaporodni.

A vizsgilt, Osszesen 216 palack (4 orszdgbdl szarmaz6 6 féle, kiillonb6zd dsvanyi anyag
Osszetételll és kiilonbdzd szénsavtartalmud termék) kereskedelmi forgalomban kaphat6 palackozott
szénsavas forras- és dsvanyvizben szabad szemmel 1athaté micélium képz6dés a beoltdst kovetd 26
hét alatt nem volt tapasztalhatd.

A vizsgélt fonalasgombdkkal vald beoltdst kovetden a 648 palack szénsavas termékmintandl
szintén nyomon kovettilk a vizsgalt fonalasgombakkal valé beoltisit kovetden a telepképzo
egységek szamanak tdlélését. Itt Osszesen 648 palackot oltottunk be és kovettiink nyomon.
Eredményeink a F. oxysporum CC F 36, C. cladosporoides CC F 50, P. chrysogenum NCAIM F
00837 esetében nem tapasztaltam talélést a beoltast kovetd 12 hétben, azonban a feltételesen
humanpatogén A. fumigatus NCAIM F 00673 a szénsavas palackozott forrds- illetve dsvanyvizben

26 hét utan is kimutathato volt.

Kovetkeztetések és javaslatok

A biofilm képzés vizsgilatdnak eredményei rdvildgitanak arra, hogy az élelmiszeriparban egyes
,»hazi” Pseudomonas torzsek potencidlis veszélyforrast jelenthetnek. Javasolt tehat az élelmiszer
eléallité iizemek sajat ,,hdzi” Pseudomonas torzseit feltérképezni, a Pseudomonas aeruginosa
vizsgélatokat mas Pseudomonas torzsekre is kiterjeszteni, valamint figyelmeztetési hatarértéket
ezekre a torzsekre is feldllitani. A figyelmeztetési hatarértéket meghaladé mikrobioldgiai
eredmények esetén javasolt egy megel6zd, biofilm eltavolitdsat megcélzo fertotlenito tisztitas, CIP

beiktatasa.

A biofilm eltdvolitasi kisérletek eredményei ramutatnak arra, hogy jelentOs eltérés tapasztalhat6 a
ferttlenitoszerek biofilm inaktivdlé hatékonysdgaban. Javasolt tehdt az élelmiszer eldallitd

tizemekben el6forduld, a biofilm kialakuldsa szempontjabdl veszélyes feliiletek rendszeres
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tisztitdsa, fertOtlenitése olyan fertStlenitd szerek alkalmazdsdval, melyek biofilm inaktivalé hatdsa
igazolt. Ezen feliil javasolt a biofilm kialakulasat figyel6¢ rendszeres mikrobioldgiai monitoring

bevezetése.

Az eredményeimbdl megallapithatd, hogy a biofilmek fertétlenitdszerekkel szembeni
rezisztencidjanak megdllapitdsara az un. ,,616, de nem tenyészthetd” (VNC) sejtek detektdldsa miatt
a RABIT berendezés érzékenyebb, valamint, az, hogy a biofilm képzés kinetikdjanak nyomon
kovetésére a feliileteket kozvetleniil vizsgdlé mikroszképos eljardsok alkalmasabbak, mint a
hagyomanyos telepszdmldlds mddszere. Javasolt tehdt az élelmiszeriparban olyan mikrobioldgiai
mérési modszerek bevezetése, melyek egyrészt az €16, de nem tenyészthetd sejtek kimutatdsat is

megcélozzdk, masrészt a feliiletek kdzvetlen vizsgalatat teszik lehetvé.

Szénsavmentes dsvanyvizeknél a penészgombdk igen kis kiinduldsi koncentracié esetén szemmel
lathaté micélium novekedést és ezzel termékkarositast okoznak, igy ezzel Osszefiiggd fogyasztoi
panaszokkal kell szdmolnunk. A szabad szemmel ldthaté micélium képzddés veszélyét fokozza,
hogy a szénsavmentes forras- illetve dsvanyvizek szavatossagi ideje az altalunk nyomon kovetett 26
hétnél éltaldban hosszabb, jellemzdoen 52 hét. A beoltdsos vizsgdlatok eredményei arra mutatnak r4,
hogy a penészgombdk a tdpanyagszegény szénsavmentes forrds- illetve dsvanyvizben is képesek
tulélni, szaporodni, azaz a penészgombdk jelenléte szénsavmentes forrds- illetve dsvanyvizben

potencidlis veszélyt jelent.

A vizsgdlt szénsavas forrds- és asvanyvizekben szabad szemmel ldthaté micélium képzddés a
beoltdst kovetd 26 hét alatt nem volt tapasztalhatd, igy ezeknél a termékeknél fogyasztéi panaszra
nem kell szdmitani. Azonban az médon humdnpatogén A. fumigatus NCAIM F 00673 a szénsavas
palackozott forrds- illetve dsvdnyvizben 26 hét utdn is mutatott tdlélést. Egyes obligit mdédon
humanpatogén penészgombak tehdt a szénsavas forrds- és dsvanyvizekben is potencidlis veszélyt

jelentenek.

Mindezek tekintetbe vételével a palackozott forrds- és 4dsvanyviz eldallitds sordn javasolt
rendszeres, fonalasgombdk jelenlétét kimutatni hivatott kornyezeti-, valamint végtermékre
vonatkozé mikrobioldgiai monitor bevezetése. Fontos lehet tovabba termék felszabaditasi és
figyelmeztetési hatarértékek felallitasa is. Javasolt ezen felill pozitiv eredmény esetén elvégezni a
romlési jelenséget okoz6 penészgomba fajszerinti azonositdsat. (identifikdlas) A. fumigatus, vagy
mds obligdt médon patogén penészgomba bizonyitott jelenléte esetén azonnali fertStlenitést, illetve

fertOtlenito takaritast beiktatni.
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8. SUMMARY

Preface and goals

The bottled spring and mineral water production is an important area of food microbiology.
According to valid Hungarian law (65/2004. (IV. 27.) FVM-ESzCsM-GKM) no treatment -
including any microbiological -, is allowed for such products which could cause any change of their
product composition. In case of non-carbonated products, their final composition has no inhibitory
effect on any possible bacterial contaminant and even though several sources reported surviving
microbes in naturally carbonated waters. Therefore, food hygiene and the knowledge of microbial
risks are particularly important during production of bottled spring and mineral water.

Biofilms are a rather well-studied segments of water system’ microbiology. The above mentioned
law requires that no Pseudomonas aeruginosa can be present in bottled spring and mineral water
products. Nevertheless, it is well known, that excellent biofilm forming Pseudomonas species are
well spread in underground water-systems and in case of a weak protection of the water-base, the
penetration of surface or sewage waters can happen too. Frequently used material of food industry,
like steel, aluminium, glass, Teflon, nylon are good fundamentals for biofilm build up. The
presence and the capability of biofilm formation of Pseudomonas species inside of production areas
and equipment is a serious hygienic problem. Several other pathogenic microbes can be built into
such biofilms risking food safety along hygienic problems. Moreover, biofilms can be linked to
significant financial losses through inefficient heat exchange, decreased circulation speed, shorter
filter usage-time or even causing material damages through their metabolic products. It is important
to state, that not only the closed production systems are vulnerable for biofilms.

Inactivation of well established biofilms is generally difficult since they have high resistance
against antimicrobial agents strengthened with cell surface polysaccharides (EPS). Due to
inefficient disinfectants and cleaning agents, surface sticking destroyed cells and EPS are very good
medium and entrance ways for planktonic cells, embracing the fast formation of newer biofilms.
After inefficient disinfectant treatments, surviving particles of such biofilms can regenerate rapidly
and form new, more resistant biofilms by reutilizing the just released nutrients. Therefore, a good
biofilm inactivation must mean both the destruction and the complete removal of the biofilm at the
same time.

An other poorly examined area of spring and mineral water production is the occurrence of moulds

in bottled waters. Publications report the presence of filamentous or budding moulds in surface and
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underground waters. Such mould species can be detected in both tap-water and bottled waters,
referring their environmental contamination.

Filamentous mould can grow in non-carbonated or spring waters and even just their presence can
rise health and food safety risks or simply can destroy product value together with numerous

customer complains.

Based on all that, the following targets were set:

(1) Examination of biofilm formation of Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 and isolated
Pseudomonas stutzeri CC B 21 with several different methods in nutrient rich and poor medium on
stainless steel surface.

(2) Examination of biofilm inactivation of Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 by several,
commercial disinfectant in nutrient rich and poor medium on stainless steel surface.

(3) Follow-up of survival and multiplication of several isolated moulds (F. oxysporum CC F 36; C.
cladosporoides CC F 50; P. chrysogenum NCAIM F 00837, A. fumigatus NCAIM F 00673),

(4) Follow-up of mycelium formation of mould through 26 weeks, in 12 different, commercial

spring and mineral waters.

Results

Based on the surfaces direct microscopic investigation it was found that both Pseudomonas species
represent intense biofilm formation. The results of the Acridin Orange staining showed typical
saturation curves for both test species. The biofilm formation of Ps. stutzeri CC B 21 was more
intense and faster. All biofilms were inhomogeneous at the beginning and become a homogenous
robust biofilm at the end of the test period. Biofilm formation of both investigated Pseudomonas

species was significantly weaker in mineral water than in the nutrition-reach BHI broth.

The EPS secretion of all investigated Pseudomonas biofilms did increased by time. The EPS
secretion in biofilm of Ps. stutzeri CC B 21 in BHI broth was higher than in case of Ps. aeruginosa

ATCC 9027. Meanwhile, Ps. stutzeri CC B 21 did not show any EPS secretion in mineral water.
According to the results of biofilm inactivation tests Domestos 2% was the most effective

disinfectant against Pseudomonas aeruginosa biofilms. In all other cases, older biofilms did show

resistance against the tested disinfectant agents.
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Comparing the traditional pour plating and impedimetric method the RABIT instrument was more

effective to detect viable but not cultivable cells after disinfection.

During mould challenge study 12 different natural spring-and mineral water were inoculated with
moulds previously identified from packaged waters (F. oxysporum CC F 36, C. cladosporoides CC
F 50, P. chrysogenum NCAIM F 00837 and A. fumigatus NCAIM F 00673). The visual monitoring
results did show no visual growth in carbonated samples, however, all together 216 bottles were
investigated (6 different carbonated water inoculated with 4 different moulds). On the other hand,
visual growth was detected in all (216 bottles - 6 different still water inoculated with 4 different

moulds) non-carbonated water samples.

The membrane filtration and pour plating results of the inoculated spring- and mineral waters did
show that the investigated moulds can survive even multiply in still natural spring- and mineral
waters. Despite of the results of still waters the investigated F. oxysporum CC F 36, C.
cladosporoides CC F 50, P. chrysogenum NCAIM F 00837 did not survive the first 12 weeks in the
carbonated samples. Only the facultative human-pathogen A. fumigatus NCAIM F 00673 was
detected after 26 weeks of incubation in carbonated spring- and mineral water.

The inoculated mould species had an effect on the detected surviving CFU numbers, meanwhile no
correlation was found between the survival CFUs and the type of the spring- and mineral water or

the packaging material

Conclusions and proposals

The biofilm formation of Pseudomonas stutzeri CC B 21 and Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 is robust both in the nutrition-reach BHI broth and in nutrition-poor natural mineral water. The
biofilm formation of Ps. stutzeri CC B 21 identified from a water source is quicker than in case of
Ps. aeruginosa ATCC 9027. These results show that the significance of environmental
Pseudomonas species is high. Therefore for mineral- and spring water bottling factories it is
proposed to extend microbiological monitoring to environmental Pseudomonas species to top of Ps.

aeruginosa monitoring.

Older biofilms has higher resistance against disinfectant agents than young biofilms. Non-viable
biofilm cells and trace of EPS can remain on the surfaces after an inefficient cleaning and
disinfection. These remaining materials can help the next coming planctonic cells to build a robust

antibiotic-resistance biofilm formation. For closed pipeline systems it is proposed to set up regular
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preventive cleaning, sanitation to avoid biofilm formation. It is also proposed to validate

disinfectant agents efficiency against biofilms.

Based on the visual monitoring results of spring and mineral waters inoculated with moulds it is
clear that moulds can survive and multiply in non-carbonated mineral- and spring water and can
create visual growth in final product. In the industrial practice it means that the risk of consumer
complains related to mould growth exists for these products. In carbonated water moulds can not
create visual growth; however, the facultative pathogen A. fumigatus can survive even 26 weeks in
carbonated packaged water. For spring- and mineral water bottling factories it is proposed therefore,
to set a microbiological monitoring system against mould and declare product release criteria as
well as alert limits. It is also proposed to identify the moulds detected in final products or in
environmental samples to be able to apply disinfection and sanitation procedure in case of

facultative pathogen moulds are detected.
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M. 2. FELHASZNALT TAPTALAJOK ES ANYAGOK RECEPTJEI

TGE Agar
tripton

gliik6z

élesztd kivonat
agar-agar

desztillalt viz

BHI agar MERCK 113825

tdpanyag szubsztrt (agykivonat, szivkivonat és peptonok)
D(+)-gliik6z

natrium-klorid

dinatriumhidrogén-foszfat

agar-agar

desztillalt viz

BHI tapleves MERCK 1.10493

tdpanyag szubsztrat (agykivonat, szivkivonat és peptonok)
D(+)-gliik6z

nétrium-klorid

dinétriumhidrogén-foszfat

desztillalt viz

Malt Extract Agar-. (MEA; Merck 1.05398)
Maltéz

Dextrin

Glicerin

Pepton

agar-agar

desztillalt viz

5,0
1,0
2,5
18,0
1000

27,5
2,0
5,0
2,5

15,0

1000

27,5
2,0
5,0
2,5

1000

12,75
2,75
2,35
0,78

15,00
1000

oQ 0Q 09 09
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pepton higité:

Pepton 1 g
NaCl 85 g
desztillalt viz foszfat pufferben (7,5) 1000 ml

foszfat puffer (pH 7,5)

dinétrium-hidrogénfoszfat x 12H20 90 g
kalium-dihidrogén-foszfat 15 ¢
desztillalt viz 1000 ml

M. 3. ROVIDITESEK JEGYZEKE

A dolgozatban hasznalt mikroba faj nevek roviditései:

Ps. Pseudomonas
P. Penicillium

A. Aspergillus

C. Cladosporium
F. Fusarium

Egyéb roviditések:

FITC fluorescein isothiocyandt festékkel jelolt Concavanalin A lectin
TKE telepképzo egység
EPS extracellularis polimer ,,extracellular polymeric substance”
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M. 4. FENYKEPEK:

26. abra: Statikus biofilm képzés vizszintes rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten - Ps. stutzeri

CC B 21 BHI levesben (balra), és szénsavmentes dsvanyvizben (jobbra) a beoltast koveto 2. héten
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21. tablazat: BHI taptalajban, rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten képzett, akridin naranccsal

festett Pseudomonas aeruginosa biofilmrol készitett 6sszes fénykép Mathcad programmal

tenzitds szerint sorba rendezve

z

szinin

28.

21.

14.

Nap:
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22. tablazat: BHI taptalajban, rozsdamentes acél (Wnrl1.4301)feliileten képzett, akridin
naranccsal festett Pseudomonas stutzeri CC B 21 biofilmrdl készitett osszes fénykép Mathcad

programmal szinintenzitds szerint sorba rendezve.
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23. tablazat: Szénsavmentes avanyvizben, rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) feliileten képzett,
akridin naranccsal festett Pseudomonas aeruginosa biofilmrol készitett 6sszes fénykép Mathcad

programmal szinintenzitds szerint sorba rendezve
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24. tablazat: Szénsavmentes avanyvizben, rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) feliileten képzett,
akridin naranccsal festett Pseudomonas stutzeri CC B 21 biofilmrdl készitett osszes fénykép

Mathcad programmal szinintenzitds szerint sorba rendezve
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25. tablazat: BHI tdplevesben, rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten képzett, FITC-vel festett
Pseudomonas aeruginosa biofilmrdl készitett 6sszes fénykép Mathcad programmal szinintenzitds

szerint sorba rendezve
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26. tablazat: BHI taplevesben, rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten képzett, FITC-vel festett
Pseudomonas stutzeri CC B 21 biofilmrdl készitett Osszes fénykép Mathcad programmal

szinintenzitas szerint sorba rendezve

b

Nap: 7. 14, 21. 28.
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ben, rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feliileten ki
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27. tablazat: Szénsavmentes 4sv

FITC-vel festett Pseudomonas aeruginosa biofilmrol készitett 6sszes fénykép Mathcad programmal

as szerint sorba rendezve

tenzit

z

szinin

5
Z
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28. tablazat: Szénsavmentes asvanyvizben, rozsdamentes acél (Wnrl.4301) feliileten képzett,
FITC-vel festett Pseudomonas stutzeri CC B 21 biofilmrdl készitett Osszes fénykép Mathcad

programmal szinintenzitds szerint sorba rendezve

Nap: 1.

._
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-
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