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1. BEVEZETES

A voros hus fogyasztasa aigfygetés és a vadaszat kora 6ta az ember tapl&ifoak fontos részét
képezi. A husfogyasztas gyakoribba valasahoz aatodill (el$ként a barany) haziasitasa is
hozzajarult, amely a neolitikus forradalom hajnabt@mtakozott ki Kr. e. 8500-ban. A vorés has
kulonbo® fehérjék, esszencialis aminosavak és nyomelemelsia amelyek nélkilozhetetlenek
az egészseges emberi élet szempontjabal.

Mindezek a tulajdonsagok, illetve a his magas vizitéhsa tokéletes kdzeget biztositanak a
mikrobak szaporodasahoz. Az éallat levagasat Kéveta hus a kornyezétbszarmazd kulonbdiz
pszichrotrof, pszichrofil és mezofil mikroorganizeakkal szennyelik. Aerob korilmények
kozott Hitve tarolt has feliletén kilonbéz2seudomonas fajok szaporodnak el, amelyek jelént
szerepet jatszanak a romlasi folyamatokban. Meitabokukkal (beleértve a proteolitikus és
lipolitikus aktivitasukat is) hozzajarulnak a romléblyamatahoz, ezen belil a kellemetlen szaghoz
és nyalkaképzéshez is. Pseudomonas nemzetség jellemzése tdbb nehézségbe is Utkdziel mi
genetikailag meglehésen heterogén fajokbdl tédik 6ssze. A nemzetséglszarmazo egyes fajok
atcsoportositasa a 16S rRNS-en alapulé munkaknskbkdied. Mindezek ellenére fontos feltarni
az egyesPseudomonas fajok molekularis szinten valé sokféleségét, hagyomlasban betoltott
szerepiuket még inkdbb megértsik. Jelen munkdmbah és 8°C-on aerob mabdon tarolt
disznékarajrol szarmazOPseudomonas fajok biodiverzitdsat tanulmanyoztam kilonboz
molekularis mdédszerek alkalmazasaval. Ezek a m@ekumddszerek a RAPD, ARDRApoB-
RFLP, a 16S rDNS é30B gének szekvenalasat, illetve faj-specifikus PORlaedazasat foglaltak
magukba. Szintén elvégeztem egy nemzetség-spexifikumer par tesztelését is, illetve ezzel
parhuzamosan eli@iforrasokbdl szarmazBseudomonas fajokra kifejlesztett kiilénbdztaptalajok
alkalmazhatdsagat is vizsgaltam. Ezen tulbeenaz egyes izolatumok proteolitikus és lipolitikus
aktivitasat is vizsgaltam kulonbé&hémérsékleteken fél-kvantitativ médszer segitségeével.

A flavobaktériumok kezdetben szintén részét képezitomlast okozd mikroba kdzosségnek. A
hasrél szarmazo flavobaktériumok jellemzésére Jdammitan kevés informaciéval rendelkeziink,
mivel a Flavobacteriaceae csaladon bellul az 1990-es évek kbézepén helyredgmk kezddtek,
melynek soran aChryseobacterium nemzetséget is létrehoztak a csalad tagjakéntpddsu
korlatozott informacio all rendelkezéslinkre az egy®mmlasok soran izolalChryseobacterium
izolatumokkal kapcsolatban. Munkamban a hus rondasan izolaltChryseobacterium izolatum és
tipustorzse novekedéseét is jellemeztem folyadékéteretben, kilonbdézhémérsékleteken, illetve
a Chryseobacterium izolatum kompeticiora valo képességét szintén galtam egyP. fragi

izolatummal szemben, kilonb®zejtaranyokat alkalmazva kdzottik.
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Az élelmiszerbiztonsag kérdése elengedhetetlerergz élelmiszeriparban. A fogyasztok egyre
kevesebb tartésitoszert tartalmazo, friss élelmékzaranti igénye folyamatos az év minden
szakaszat tekintve. A friss élelmiszerek globalimtd szallitdsa, forgalmazasa és fogyasztasa
szintén ebtérbe helyezi az élelmiszerbiztonsag fontossagakz @Alelmiszerek patogén
mikroorganizmusokkal valo szennyeZse egyre nagyobb gazdasagi és szocidlis probjéleat.
Ezzel egyltt az élelmiszer eretienegbetegedések palettaja is folyamatosan valtbikoézben Uj
patogének bukkannak fel, a mar l|étepatogén mikroorganizmusok Ujabb tulajdonsdgokkal
veértezik fel magukat és eddig nem feltételezetimébzermatrixokban is megjelennek. A legutolsé
élelmiszer eredét botrany, amely felhivta a fogyasztok figyelmét atelmiszerbiztonsag
fontossagara, illetve a megeésre, 2011. majusaban robbant ki Németorszaglmelyet egy
tovabbi botrany kovetett juniusban Franciaorszagihindezekért a Shiga toxin 2a-t terifieE.

coli O104:H4 szerotipusa volt fedsl.

A Staphylococcus aureus egyike azon leggyakoribb patogéneknek, amelyekn&eer eredeit
jarvanyokat képesek okozni. 8 aureus felelos a sztafilokokkusz dstabil toxin altal elidézett
ételmérgezésekért. 2008-ban az EU-n belil az étgemések 4. leggyakoribb okozéjanak
szamitott. Maga a baktérium sejt ugyaikdreléssel el6lhétaz élelmiszerben, azonban az altala
termelt toxin még tartosdkezelés hatasara is stabil marad. A baktériummidl saennye&dés
foképp a étt, illetve a mér feldolgozott, fehérjeben gazdégndiszerek helytelen és hosszan tarto
manualis modon torténkezelése soran torténik, amely ezt kéeata nem megfelélhokezeléssel
es/vagy tarolasi dmérseklettel is parosul. Jelenleg 22 sztafilokokkesterotoxin (SE), vagy
enterotoxin-szdér fehérje ismeretes. A két leggyakoribb enterotoxamonban, amelye&r
leggyakrabban beszamolnak az ételmérgezések kapusé@is a SEA és SED toxinok, amelyeket
genetikailag eltér hordozok kodolnak. A SEA (sztafilokokkusz enteriioA) fehérjét asea gén
kodolja, amely egy profagon talalhatd, a gén kdéjeese pedig a profag életciklusahoz kotott a
baktériumon beltl. A SED (sztafilokokkusz enterato®) a plazmidon hordozosed gén altal
kédolt fehérje, és e gén szabalyozasat az ugynevekdegészit szabalyoz6 rendszer” (Agr
rendszer) végzi a Rot (toxin represszid) aktivitd@sacsokkentésével az RNS Ill-on keresztil. A
folyadék tenyészetben elszaporitott baktérium tersiek viselkedése és toxin génjeik expresszidja
nagymértékben eltérhet azon baktériumokétdl, arke@jelmiszermatrixban talalhatok, mivel az
élelmiszerben &. aureus sejtek mas baktériumokkal is kapcsolatban allhatsakoztik esetleg
teljesen mas molekularis sZinjeladas megy végbe. A SEA és SED fehérjék képaésegea és
sed génekre vonatkoz6an génexpresszios vizsgalatodgeztem négy kulonbézfeldolgozott
sertéshast tartalmazo élelmiszeren abbdl a célbolgy még inkdbb megismerjem ezen
korilmeények hataséat. Kontroll kisérletkéntSeaphylococcus aureus SA 45 torzs tenyésztését

végeztem optimalis névekedési feltételek mellet gadbalyozott fermentacidkban. #a és sed
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gének relativ expresszigjat kvantitativ reverz semipcios polimeraz lancreakcio segitsegével
(gRT-PCR), mig az extracellularis SEA és SED teésé&t enzimjelzéses immunanalitikai modszer

(ELISA) segitségével hataroztam meg.

2. CELKIT UZESEK

Munkam legbbb célkitizése a hds romlasa soran dominanssa valé baktéei(iildbndsképpen a
Pseudomonas fajok) tanulmanyozasa, illetve az ételmérgezésbzOkS. aureus enterotoxin
termelésének vizsgalata volt. Pseudomonas fajok esetében asfcélok a kovetkaik voltak: (i)
modszertan kidolgozasa molekularis tipizalas éstifilledlas céljabal (i) a disznéhusrol szarmazoé
romlast okozé mikrobiéta biodiverzitasanak megletasa és jellemezése hagyomanyos és
molekularis modszerek segitségével.

A Saphylococcus aureus vizsgalatokat tekintve a kovetkezélokat tiztem ki, melyek kdzé
tartozott (i) az enterotoxin gének relativ expr@gamak vizsgalata, (i) az enterotoxin termelés
meghatarozasa, illetve (iii) edy aureus torzs enterotoxin termelésének 6sszehasonlit@aiata
élelmiszerben és fermentorban molekularis és immdgnn modszerek segitségével.

A megvalositando célok eléréséhez az alabpgéseket hataroztam meg:
1. Pseudomonas szelektiv tdptalajok értékelése az egyes pszeudasaok detektalasara
2. Pseudomonas spp. genetikai diverzitdsanak molekularis meglatisa és értékelése kilonb&ECR-
alapu médszerek alkalmazasaval
a) Purohit és munkatarsai (2003) &ltal publikédseudomonas nemzetség-specifikus primer par
ertékelése
b) molekuléris tipizalas és az izolatumok 6sszehasmaiRAPD segitségével
¢) Pseudomonas izolatumok identifikalasa faj-specifikus PCR prirake segitségével
d) 16S rDNS éspoB gének analizise PCR-RFLP és DNS szekvendlas sgpéiede
3. Az izolatumok proteolitikus €és lipolitikus aktiéisanak meghatarozasa a romlasban betoltott
potencialjukra vonatkozéan
4. Chryseobacterium antarcticum izoldtum romlasban betoltétt szerepének és veksgragsegének
vizsgalata
5. S aureus SA 45 ndvekedésének vizsgalata
a) kilonbdd hustermékeken
b) pH szabalyzott fermentaciokban.
c) illetve, a S aureus enterotoxint kodol®ea éssed génjei kifejeddésének vizsgalata kvantitativ RT-
PCR-rel (az 5.a.-b. pontban szetekbrilményekre vonatkozban)
d) és az extracellularisan termelt SEA és SED toximeghatarozasa ELISA segitségével (az 5.a-b

pontban szereflkdrilményekre vonatkozéan)



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A munkam soran vizsgalPseudomonas torzsek [itott, aerob maodon tarolt disznokarajrol
szarmaztak, melyek a romlas 8. napjan 4°C-rokvdlea tarolas kezdetdr majd pedig a romlas 6.
napjan lettek izolalva 8°C-r6l a budapesti Kozporiielmiszer-tudomanyi Kutatéintézet
Mikrobiolégiai Osztélyan,. Munkdmba tovabbi tipus referencia torzseket is bevontam, melyek
kulonbo® torzsgyjteményekidl szarmaztak.

A szelektiv és elektiv taptalajok értékelése sosakilonbdésd Pseudomonas fajok esetében
Cetrimid, GSP,Pseudomonas Agar F és P taptalajokat alkalmaztam, s egybesgéitam a
taptalajokon val6 fluoreszkald képességet és pigremmelést is 20, illetve 30°C-on. Kontroll
taptalajként az 0Osszes sejtszam meghatarozasatgalézd®CA lemezeket hasznaltam. A
Pseudomonas izolatumok ebzetes sirésének elvégzéséhez, amely segitséget nyujthatabhi
élelmiszerekhez kapcsolodo vizsgélatokhoz egy,r@talomban talalt Purohit et al. (2003) altal
publikalt nemzetség-specifikus primer part tesetelt Pseudomonas izolatumokkal és
tipustorzsekkel, illetve nenfPseudomonas tdrzsekkel. APseudomonas izolatumok tipizalaséara
RAPD-PCR-t alkalmaztam, melynek soran kulértboszekvencidkkal rendelkéz random
primereket hasznaltam. Rseudomonas izoldtumok identifikdlasa sordn az alabbi moddastre
alkalmaztam: ARDRA Pseudomonas fragi €sP. lundensis faj-specifikus primer parok, illetve a
16S rDNS éspoB gének szekvenalasa, valamintrpeB-RFLP analizis. A 16S rDNS-RFLP és az
rpoB-RFLP analizis soran négy restrikcios enzimet atlgatam az amplikonok hasitasara. A
RAPD mintazatok, illetve a 16S rDNS-RFLP g®B-RFLP mintdzatok alapjan dendogramokat
készitettem a GelComparll szoftver segitségéveklyaket ezt kovéen kiértékeltem. A 16S
rDNS ésrpoB szekvencia analizis soran a szekvenciakat a mgbken hozzaférh&t NCBI
GenBank szekvencia adatbazisahoz illesztettem, hagyizolatumokat meghatarozzam. Az
izolatumok proteolitikus és lipolitikus aktivitas@ia vizsgalatara félkvantitativ. modszert
alkalmaztam, melynek soran megmeértem a telepekKikérigltisztulasi zonakat, illetve az opalos
gyiriiket a sovany tejporos (SM), natrium-kazeinatos @yésMC), illetve Tween 80-at (PAT-80)
és tributirint tartalamz6 agar (PCATB) lemezekenleAezek inkubalasat minden esetben 15, 20,
25, illetve 30°C-on is elvégeztem, a feltisztulaénak képédését 24, 72 illetve 168 oOra utén
ellendriztem.

Egy, aPseudomonas izolatumok kdzé nem besorolhaté izolatum jellerazés elvégeztem, miutan
a 16S rDNS szekvencidjat az EzTaxon server 2. badiathoz is illesztettem €hryseobacterium
antarcticum-ként identifik&ltam. AChryseobacterium antarcticum F1445/3 izolatum tenyésztését
és jellemzését kulonbéz homérsékleteken végeztem el (5°C-t6l 30°C-ig tei@y a

Chryseobacterium antarcticum JCM 12381 tipustérzzsel parhuzamosan. A toérzsek proteoktiési
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lipolitikus aktivitas vizsgalatat is megvalositatta EzenChryseobacterium antarcticum F1445/3
izolatum kompeticiora valdé képességét szintén altam egyP. fragi F1445/1b izolatummal
egyetemben, amelynek soran kulonbokiinduld sejtkoncentracié aranyokat allitottam be
folyadéktenyészetekben.

A Saphylococcus aureus enterotoxin vizsgalatokban egy ételmérgezés sa@alt, f6tt sonkarol
szarmazd SA 45 elnevefétrzset hasznaltam, amellyel négy feldolgozotttdnaseken (fustolt,
fétt sonkan, Serrano sonkan és fekete borsos szjlardgeztem el a vizsgalatokat téarzs
novekedésére, aea €s sed gének expressziojara, illetve a SEA és SED erueiottermelésre
vonatkozOan. A génkifejédés vizsgalatat kvantitativ reverz transzkripcidSRP segitségével
valésitottam meg hibridizacios prébak alkalmazaks&ye&aphylococcus altal termelt enterotoxin
A és D mennyiségi meghatarozasat kilon reakciolageatem szendvics ELISA segitségével,
amelyben poliklonalis ellenanyagokat alkalmaztamd. gzabalyozott fermentaciokat is végeztem
pH 7-es bedllithssal ugyanezen torzzsel, amelyndersebb emlitett vizsgalatokat szintén

elvégeztem, illetve nyomon kévettem.

4. EREDMENYEK
4.1.Pseudomonas izolatumok jellemzése

A 4 és 8°C-on téarolt hasrol izolalt reprezentatakigrium térzsek morfologiai, fiziologial, illetve
biokémiai tulajdonsagainak meghatarozasaval kezdeenmunkat. Osszesen 34 pszichrofil/
pszichrotrof baktérium izolatumot jellemeztem, neddykozil mindegyik Gram negativ, katalaz és
oxidaz pozitiv volt. A vizsgélt izolatumok egyikera volt spéraképiz Kiulonb6d Pseudomonas
taptalajok szelektivitasat is vizsgaltam az izatdbk novekedését és fluoreszkalasi képességet
illetéen 20°C, és 30°C-on 72h-n at. Az izolatumok mindegynstt mindkét inkubalasi
hémérseékleten kivéve az F1445/3 izolatumot, amelynggendvekedést mutatott 30°C-on. A nem
Pseudomonas izolatumok gyenge névekedést mutattak mindkébérsékleten. Bar Bseudomonas
izolatumok mindegyike egységesen novekedett a ltapkan, mégis eltérést tapasztaltam 20 és
30°C-on a fluoreszkalé képességiikben, illetve anpig termelésben. Ot izolatum (név szerint
F1443/4c, F1443/5, F1443/6, F1443/7, F1443/11) elvedett zoldes-sarga szinnel a Cetrimid és
Pseudomonas Agar F taptalajokon. Ezeken a taptalajokon, illetsRe GSP agaron sokkal
intenzivebben fluoreszkaltak ezek az izolatumok f@hy alatt 366nm-en, mint a tébbi izolatum.
Az izolatumok tobbsége viszont nem fluoreszkalt €030°C-on, sem Bseudomonas Agar P
lemezen, sem pedig PCA lemezen. Az izolatumok neajdegy harmada szintén nem fluoreszkalt
a GSP, Cetrimid é$seudomonas Agar F lemezeken. Négy izolatum esetében (névirgzer
F1443/12b, F1443/13a és b, F1445/4) sttétbarnaguigkepsdést tapasztaltam Rseudomonas
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Agar F lemezeken, mig ugyanezen szinvaltozast Bhilekeken is megfigyeltem 3 napos 20 és
30°C-on val6 inkubalast kouvin. A vizsgalat soran felhasznélt 6sszes szeléktilektiv taptalaj
alkalmas volt a hasrdl izoldRseudomonas torzsek tenyésztéséhez, illetve mas, mssudomonas
torzsekél valdo megkulonboztetésére 30°C-on, illetve a fesakald képesség és pigment termelés
detektalasara. Az adatok alapjan megallapithat@y haz izolatumok tobbsége fluoreszkalo
szinanyagot, pioverdint termelt, amely a fluoretzkdpszeudomonaszokban feltételes
szideroforként szerepel. Munkdm soran azt tapaamiahogy a pioverin vegyilet 30°C-on kevésbé

volt stabil, mint 20°C-on.

4.2.Pseudomonas izolatumok molekularis jellemzeése

Az élelmiszer romlast okozdPseudomonas torzsek s#résének tesztelésére egy nemzetség-
specifikus primer part alkalmaztam, amelyet az atothban Purohit és munkatarsai publikaltak
2003-ban. Osszesen Pdgeudomonas tipus és referencia torzzsel kaptam pozitiv redkaz altaluk
tervezett Psf-Psr primer pérral, mig Kéteudomonas referencia térzs negativ, illetve 6 nem
Pseudomonas torzs pozitiv eredményt adott a reakcid soran. &dsaer erzékenyégét kiszamolva
87,5%-ot kaptam, mig a specifikussag csupan 66,@%. VA vizsgalatot mar identifikalt
Pseudomonas izolatumok bevonasaval is elvégeztem, ahol azkémgség tovabb csokkent 82,5%-
ra. A kapott alacsony specifikussagi érték alapg@rprimer par tovabbi alkalmazhat6sagat
elvetettem.

A hus romlasabol szarmazZéseudomonas izolatumok molekularis ujjlenyomatéat is vizsgaltam
RAPD-PCR segitségével az izolatumok diverzitasanalkemzése veégett. A dendogram
meglehetsen eltés képet mutatott. A dendogramon belil az egyes taoiédk elkilonlltek és
csupén 60-70%-0s hasonlosagot mutattak még abbase#tzen is, ha egy ugyanazon hus mintarol
vagy pedig mas hus mintardl szarmaztak?sdudomonas tipus és referencia torzsek megléksen
alacsony hasonlosagi fokot mutattak és megallagithaogy altalaban 50% alatti, egyedulallo
csoportokat alkottak.

A 16S rDNS-RFLP csoportanalizise alapjan 6sszesmogortot tudtam megkulonbdztetni 60%-0s
hasonlosagi szinten. Minden tipus és referenciasiéamelyek &P. fragi, P. lundensis és P.
fluorescens fajokat érintette, az e@lskét csoportba kertltek besorolasra. Csup@n@tida ATCC
12633 volt az egyetlen, amely a 4. csoportot részét Képezzonban kevesebb, mint 70%-0s
hasonlosagi szintet mutatva.

Szintén az irodalomban talalt, Ercolini és munkséar(2007) altal acarA génre kifejlesztett
mulitplex PCR-t alkalmaztam Bseudomonas izolatumaim kozul &. fragi ésP. lundensis fajok
identifikdlasara. A multiplex PCR-t optimalizaltarazonban az egyes faj-specifikus primereket

kilon PCR reakcidban alkalmaztam. A 34 izolatumik@®sszesen 25 izolatumot identifikaltémn
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fragi-ként. Az izolatumok kozul viszont egy sem vBltlundensis. 9 izolatum esetében, amelyek a
faj-specifikus PCR reakciokban negativ eredményaladszekvenalast végeztem a 16S rDNS és
rpoB gének alapjan. Tovabbi 8 izolatum esetében, amdbgkpozitiv reakciét adtak R. fragi
specifikus primer parral, de extra amplikonok idekeeztek a reakcioban, szintén meg lettek
szekvenalva. AzpoB és 16S rDNS szekvencia analizis alapjan visz@#algst nyert, hogy ez a 8
izolatumP. fragi. A tovabbi 9 izoldtum kdzil a szekvenalas eredrakémt 8P. fluorescens torzset
hatdroztam meg. Egy izoldtumot viszont, név szexmE1445/3-at (amely &@etesen fenotipusos
jellemzékben is eltérést mutatott a toékPseudomonas izolatumoktol mint pl. narancssarga pigment
termelés, lassu ndvekedeés) az EzTaxon server @athazisahoz illesztettem €&ryseobacterium
antarcticum-ként identifikaltam

Ezzel egy idben rpoB-RFLP analizist is végeztem, amely a molekularienidikalas
szempontjabol koltséghatékonyabb modszernek szawitanalizis soran 0sszesen 5 csoport
kulondlt el, amelyekben a hasonlésagi szazalélka-60meghaladta és az dsszes térzs csoportokba
rendesddott a dendogramon belll. Az 6ss#@sfluorescens ésP. fragi tipus és referencia torzs
szintén egy nagy csoportba kerilt besorolasra Ihésgppen, ahogy ezt a 16S rDNS-RFLP

analizisnél is tapasztaltam.

4.3.Pseudomonasizolatumok proteolitikus és lipolitikus aktivitdsa

A P. fluorescens izolatumok proteolitikus aktivitasa a SM és SMCamadgmezeken 12, 20, 25,

30°C-on sokkal intenzivebb volt, mint majdnem agz@sP. fragi izolatum esetében. Ezen belll is
az SM lemezeken volt nagyobb a torzsek proteoktiidtivitasa az SMC lemezhez viszonyitva. A
P. fluorescens izolatumok szintén nagyobb észteraz aktivitassaldelkeztek, mint &. fragi

izolatumok. Azonban B. fragi izolatumoknak 15 és 20°C-on nagyobb lipadz aktstitavolt.

4.4.Chryseobacterium antarcticum €s a romlasban betdlt6tt szerepe

A Chryseobacterium antarticum F1445/3 izoldtum a 8°C-on tarolt his kezdeti nikro
populaciéjabol szarmazott. Az izolatum névekedézempontjdbdl az optimalis 6mérsékleti
tartomanyt 15 és 25°C kozo6tt allapitottam meg. étgulitikus aktivitasat tekintve pedig nagyobb
aktivitassal rendelkezett 15, 20, 25, 30°C-on, naithryseobacterium antarcticum JCM 12381.
Ennek oka abbdl eredhet, hogy az izolatum hiasérnsazik, vagyis az adaptacidja a hushoz kotott,
mig a tipustorzs az antarktiszblelyrdl szarmazik. Mindkét torzs lipaz aktivitassal indelkezett.

A P. fragi F1445/1b é<hryseobacterium antarticum F1445/3 izolatumok folyadék tenyészetben,

eltér sejtaranyokkal tortén kompeticiojat tekintve, ha a két izolatum kozott sajtarany

-8-



megegyezett, vagy pedigRa fragi F1445/1b nagyobb aranyban volt jelen, mir@€.aantarcticum
F1445/3, akkor &. fragi talnétte aC. antarcticum F1445/3 izoladtumot. Abban az esetben viszont,
mikor a Chryseobacterium antarcticum F1445/3 rendelkezett nagyobb sejtkoncentraciéval a
folyadéktenyészetben, akkor a két izolatum kdzokompeticio létrejott. Ennek oka lehetCa

antarcticum F1445/3 kérnyezethez valo jobb adaptacioja.

4.5.S. aureus sea essed genjeinek expresszioja és toxin termelése

A S aureus-sal végzett munkdm soran vizsgaltam az SA 45-@3sttibvekedését, 6htabil
enterotoxin A és D termelését, illetve a kulonb@enetikai hordozékon elhelyeziedea éssed
gének kifejeddéseét, melyek a toxin fehérjéket kodoljak négy kbliw beltartalmi tulajdonsaggal
rendelke® feldolgozott disznéhusos élelmiszeren. Ezen génglresszidjat, illetve SEA és SED
toxinok termelését folyadék tenyészetekben szimigsgaltam. Az Agr-rendszer altal szabalyozott
sed gén expresszioja hasonlo volt a fag-altal szalzatyosea kifejezodéséhez a diszndhus
termékeken.

A sea expresszid az exponencialis és stacioner fazi¥tkdatmeneti szakaszban érte el az
expresszio tépontjat mind a hustermékek, mind pedig a folyad@kdszetek esetében, ezéltal
mutatva, hogy a génexpresszié a baktérium novekbdés koddik, bar az idintervallum
jelentbsen eltéd volt a két matrix kdzott. A folyadéktenyészetbensea gén expresszidja a
novekedés 3.-4. Grajaban volt a legmagasabb, rftiti &s flstolt sonka esetében ez a tendencia az
inkubalas 1.-2. napjan kovetkezett be. A termelA €8 SED toxinok mennyisége sokkal magasabb
volt a 16tt és flstél sonka szeleteken mar as ekzpot kdveien is. A flstolt sonka sokkal kevesebb
mennyisé§§ SED/TKE S. aureus szammal rendelkezett, mint &ttf sonka. A Serrano sonkanSa
aureus novekedése korlatozott volt, illetve a SED menryisém volt detektalhato az inkubalas 5.
napjaig. A SEA és SED toxinok detektalt mennyiségenban elegeibdek bizonyult egy esetleges
sztafilokokkusz altal okozott ételmérgezés kivé@ltasaz arra érzékeny egyenekben. A termelt SEA
és SED toxinok kodzotti mennyiségi kilonbségek hélten tébbek kdzt az allhat, hogy a SEA és
SED fehérjéket kédol®ea és sed gének aS aureus-on belll eltéé szabalyozasi rendszer ala
tartoznak. AS. aureus ndvekedését mindharom sonka termébsegitette, mig a fekete borsos
szalamin névekedés nem volt, amelyhez a tejsavhakték jelenléte, az alacsony pH édiazerek

is hozzajarulhattak.



5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Szelektiv és elektiv taptalajok értékelésBseudomonas izolatumok esetén:

Bebizonyitottam, hogy Bseudomonas Agar F,Pseudomonas Agar P, GSP agar és Cetrimid agarok
kombinacioja alkalmas a hus romlasdbdl szarmdsdudomonas fajok detektalasara és
jellemzésére 30°C-on tortérinkubalas esetén, migGhryseobacterium antarcticum szintén képes
ezeken a tapkozegeken novekedni 20°C-on. Az izoldku fluoreszkaldo képessége 30°C-on
kevésbé volt intenziv ugyanazorémbntban vizsgalva, mint a 20°C-on inkubalt lemees&tében.
Ez az eltérés a 30°C-on torénintenzivebb novekedés kovetkezménye lehet, illetve
fluoreszkalasért tdbbek kozt falsl pioverdin instabilitasaért is, melynek leboml@ssenyészet

stacioner névekedési fazisba valo belépéséheztktthe

2. Pseudomonasizolatumok molekularis identifikalasa és tipizalasa

Az irodalomban kozolt Purohit et al. (2003) altalekesztett nemzetség-specifikus primer par
segitségeével csupan 66,6% specifikussagot és 8Bdaitivitast ertem el, miutanPseudomonas
izolatumokkal, referencia és tipustorzsekkel istgbztem a vizsgalatokat. Ennek alapjan ez a
primer par nem alkalmasRseudomonas nemzetségbe tartozo fajoléeétes siresére.
Megallapitottam, hogy a RAPD analizis nem feleltgma Pseudomonas izolatumok nagy
hasonlosagi csoportjainak létrehozasara a nagyfokiekularis diverzitasuknak kdszonben.
Azonban a modszer alkalmazhat6é ezen izolatumokdi@sara. A 16S rDNS-RFLP mddszer sem
tipizaldsra, sem pedig identifikdlasra nem voltalthkas, illetve azrpoB-RFLP, szintén nem
alkalmas identifikalasi célokra.

A 16S rDNS ésrpoB gének szekvenalasaval, illetve faj-specifikus prinparok segitségével
meghataroztam, hogy a 4°C-on tarolt disznéhus reéniak végér. fluorescens ésP. fragi fajok
dominalnak, a 8°C-on tarol has tarolasanak kezdatkazdeti mikrobiétat pedig nemcsak ezek a
fajok, hanem &hryseobacterium antarcticum (F1445/3) is alkotta. A 8°C-os tarolas végén ak

P. fragi fajhoz tartoz6 térzsek voltak izolalhatok.

3. Pseudomonas izolatumok proteolitikus és lipolitikus aktivitasa:

A Pseudomonas fluorescens izolatumok meglehésen intenziv proteolitikus aktivitast mutattak az
SMC lemezeken 15, 20, 25, és 30°C-on val6é inkub&l&oran, kivéve a F1443/2a és F1443/7
izolatumokat, melyek proteolitikus aktivitasat cddkés 20°C-on tudtam detektalni. Ezen belll is a
proteolitikus aktiviths az SM lemezeken volt nagyodiz SMC lemezekhez viszonyitva. A
fluorescens izolatumok szintén intenzivebb és nagyobb észigkfivitassal rendelkeztek, mintFa

fragi izolatumok az 6sszes inkubalaginmersékleten. Azonban R fluorescens izolatumok 15 és
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20°C-on kisebb lipdz aktivitassal rendelkeztek, tmanP. fragi fajok. A P. fragi izolatumok

tobbsége rendelkezett proteolitikus és lipolitiklsivitassal.

4. A Chryseobacterium antarcticum romlasi potencialja:

Els6 alkalommal identifikaltam &hryseobacterium antarcticum baktériumot disznohus feltletér

A Chryseobacterium antarcticum F1445/3 jellemzését tekintve az optimalis novekedé
hémérseékletet 15 és 25°C kozott allapitottam megujizolatumnak 15, 20, 25 és még 30°C-on is
volt proteolitikus aktivitdsa. Az izolatum lipaz taktassal is rendelkezett ugyanugy, ahogy a
tipustorzs is, viszont észteraz aktivasuk nem vilen izolatum proteolitikus és lipolitikus
aktivitasanak kdszonhign szintén hozzajarul a romlas kezdeti folyamatdAaZhryseobacterium
antarcticum F1445/3 ésP. fragi F1445/1b izolatumok kozotti kompeticid vizsgalataran
megallapitottam, hogy abban az esetben, mikoChayseobacterium antarcticum nagyobb
sejtkoncentracioban volt jelen, mintPa fragi F1445/1b izolatum, akkor @. antarcticum képes
volt nemcsak éni, hanem &. fragi-val valé kompeticiora is, miutan ez utobbi el@atedvekedési
maximumat, majd a ndvekedése hanyatlasnak indillhaA az esetben viszont, mikor ez a két
izolatum egyerdl sejtkoncentracioban, vagy pedig Pa fragi nagyobb aranyban volt jelen a

tenyésztés elején, ez a kompeticio nem jott Iétre.

5. Staphylococcus aureus névekedésének illetve enterotoxin expresszidjanads termelésének
egyideji vizsgalata:

Elss alkalommal vizsgaltam & aureus sea and sed enterotoxin génjeinek expressziojat az
enterotoxinok termelésével egyetemben élelmiszereklyy, mint &tt, fistolt, Serrano sonkan és
fekete borsos szalamin. Folyamatos és kitergeatéssed gén expressziot figyeltem meg a sonka
termékeken, illetve a fermentaciok soran is, azonbaen gének kifejézdése és enterotoxin
képzése eltért. Aea gén expresszioja folyamatos volt pH szabalyozottiknények soran, mig a
sed expresszibja a 4. nap utan egy masodik expresszidcsot is elért. A megtermelt SEA toxin
mennyisége nagyobb volt, mint a SED mennyiségerraeigtacio alatt, viszont itt mindkét toxin
stabil maradt a folyadéktenyészetben. A megter®EW és SED aranyaban és mennyiségében
szintén eltérést tapasztaltam a sonka termékeléleset viszont a mennyiségek elegeeid
lehetnének egy esetleges sztafilokokkusz altal atk@telmérgezés kivaltasahoz. A fustolt sonkan a
toxinok mennyisége stabil maradt, mig &t fsonkdn az 5. nap utan csokkenést detektaltam. A

fekete borsos szalamin sem névekedés, sem pedigpentin termelést nem tudtam kimutatni.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A szelektiv és elektiv (név szerint Cetrimid, GBBudomonas agar F és P) tapkdzegeken toétén
tenyésztés eredményeit figyelembe véve mindegytaldj alkalmasnak bizonyult a husrél
szarmazoOPseudomonas izolatumok szelekciojara ésoeketes jellemzésére, azonban inkubalasi
homérsékletnek 30°C-ot javasolom a 20°C helyett. Ahhmgy a hdsrdl szarma#seudomonas
izolatumok pigment termelésidiszélesebb képet kapjunkPseudomonas Agar F és P taptalajok is
alkalmazhat6ak. A pigment termelés és a romlast@kszeudomonaszok életciklusaban bet6ltott
szerepének vizsgalata pedig szintén hozzajarulhattoeibbiakban ezen baktériumok
meghatarozasdhoz és megismeréséhez, amelyet &2@0@k elején folyd kutatdsok eredményei is
alatamasztanak (Meyer, 2000). A pioverdin, amely #goreszkald pigment, egy esetleges és
kénnyen kezelhét taxonomiai marker lehet &seudomonas nemzetség fluoreszkald fajainak
meghatarozasaban (Meyer, 2000). Egy masik kutatagealig ramutattak arra, hogy ezek a
kilénb6d pigmentek a baktériumon belil a génexpresszid r@bhalldsa soran szignal
molekulakként tdltenek be szerepet (Lamont and iMag003), mig aP. aeruginosa esetében
megallapitottak, hogy a piocianin termelésnek po#dis virulencia funkciéja van (Liu and Nizet,
2009).

Megallapitottam, hogy a RAPD analizis nagyszamulatme eb-szelekciojara alkalmas, a
szekvenalds pedig a leginkdbb megfelatdentifikdlasi modszer, mivel sokkal pontosabb
meghatarozast tesz lebe¢ azaltal, hogy a DNS-en belul nukleotidok sorjénhdizsgalja, mig a
PCR-RFLP moddszer csupan néhany restrikcios hadigdgie dsszpontosit. Mindazonaltal egy
laboratériumon bellli sajat PCR-RFLP adatbank ketrdsa ezidaig koltséghatékonyabb és olcs6bb
modszernek bizonyult. Szintén igéretes moddszertakk taz MLST (multi-lokusz szekvencia
tipizalas) technika. Ez a mddszer sokkal megbiziiPseudomonas fajok detektalasara a j6w
tekintve, amely apoB, gyrB vagy rpoD gének egyidéj kombinalasara és alkalmazasara épit.
Alternativ megoldasként szintén szoba johet a RER- (repetitiv extragénikus palindrom-PCR). A
modszer a kromoszéman beldli repetitiv elemekreigakl, amelyek random maédon helyezkednek
el a baktérium genomjan belll, s ezaltal valnak GRPamplifikacio soran célszekvenciava.
Tovabbi faj-specifikus primer parok tervezese P thuorescens fajra nézve szintén egy leliség
lehet a kutatasokban, melynek soran a megterverieter parok az anyagcsere folyamatokban
szerepet jatsz6 pl. az enzim vagy pigment termelésiélos génekre lennének specifikusak PA
fluorescens faj esetében viszont ennek a Iéiségnek a megvaldsitasa tobb nehézséget is hordoz,
mivel a P. fluorescens fajnak a valtozatos ribotipizalasi mintazata aapj5 biotipusat
kulénboztették meg. A fiziologiai, illetve a liptikus és proteolitikus tulajdonsagait tekintve a

Chryseobacterium antarcticum szintén részét képzeheti a romlast okozé mikrébigk, azonban
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szerepe csupan a romlas legelején van. Tovabbi utgtdsi teriletet jelenthet ezen fiatal
Chryseobacterium nemzetségbe tartoz6 fajok molekularis jellemzése identifikdlasuk
szempontjabol. Néhany informéacié ugyan rendelkezédk a molekularis adatbazisbangarB
géenBl, amely a DNS giraz enzim B protein alegységét dkad de ez csak néhany
Chryseobacterium faj esetében mondhato el.

A sonka termékeken tapasztalt kiterjedt és folyassda éssed expresszio Uj informacio nydjtott a
SEA és SED fehérjék termelé8émaz élelmiszerekben, amelynek sordn a sejtek iniinalh
allapotban névekedtek egy nagy, 6sszetett mikrd@aédségben. Ezen tuked gén génexpresszios
mintazata ased gén expresszidjat szabalyozé halézatanak komplékodeset tukrozi. Ezek az
eredmeények taldn hozzajarulhatnak ahhoz, hogy jitkved sztafilokokkusz altal okozott
ételmérgezésének megbecslését. Azonban tovablukadaszilkségese lennének a sztafilokokkusz
altal termelt enterotoxinok szabalyozasara eésgedéara vonatkozoan, hogy biztositani tudjuk a
mikrobioldgiailag biztonsagos élelmiszereksdlitasat, amely kivaldé miséggel rendelkezik.
Emiatt tovabbi kutatdsokat kell végezni a tekintetbhogy a kilonbdzkilss és bel§ tényedk,
hogyan befolyasoljak a génexpressziot, majd a teximelést &5. aureus-on belll, s egyben &
aureus novekedeést is kulonbdzelelmiszermatrixokban. Az ugynevezett ‘microarraizsgalaton
alapulo kutatasok segithetnének abban, hogy mégéatglobalis génszabalyozas mechanizmusat
ezek kozott a toxinok kozott, illetve hogyan isdighsolja a “guorum sensing” a toxintermelést
ezekben a termékekben akkor, ha mas mikroba kigélssg részt vesznek az élelmiszer romlasi

folyamataban.
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