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1. BEVEZETES

A palackozott forras- és asvanyviz fogyasztas ez&mrdépaban, igy hazankban is jelant
tudatosabb fogyaszt6i magatartassal a s@gi igények emelkedését is magaval hozza. A széles
vélaszték biztositdsa mellett igen fontos az éktmrbiztonsagi és érzékszervi szempontbdl is
kifogastalan termékek biztositdsa a piacon. Az r§reé magyar jogszabaly (65/2004. (IV. 27.)
FVM-ESzCsM-GKM egylttes rendelet) a természetesraor illetve é&svanyvizeknél nem
engedélyezi a mikrobiolgiai kezelések vagy tatéssieljardsok alkalmazéséat. A végtermék
Osszetétele egyes magas szénsavtartalmu termekéikkintve nem bir gatlo hatassal a mikrobdk
szaporodasara. Szamos szakirodalmi adat beszariibkiz mikrobak szénsavas ivovizekben
valod tulélésérl is.

el fordulasanak vizsgalata. A szakirodalmi adatok jalaggyik legjelentsebb biofilm képzéssel
bir6 baktérium faj aPseudomonas aerugingsanely fakultativ patogén volta miatt is nagy
veszélyforrast jelent a forras- illetve asvanyvedagkozé UzemekbemMas Pseudomonagajok
gyartoterileteken, berendezésekben valé megjelerndsfim képzése szintén sulyos higiénés
problémat okozhat. Az altaluk képzett biofilmekbeasn patogén mikroorganizmusok is
beépulhetnek, igy akar az élelmiszerbiztonsagingegethetik. A kialakult biofilmek inaktivalasa
igen nehéz az antimikrobas szerekkel szemben kitla&gyfokl rezisztencia valamint a biofilmet
alkot6 sejtek altal termelt poliszacharidok (EPS8)ilethez valé ers tapadasa miatt. A hatastalan
fert tlenit eljarasok utdn a fellleten maradt vékony biofiléteg és a fellleten talalhato
tapanyagok Ujabb biofilm képdését segithetik. A biofilm inaktivalasanal tehigao maddszert kell
talalni, mely nem csak elpusztitja, de el is t&jeh fellletr| az ott kialakult biofilmet.

A palackozott forréas- és asvanyviz gyartas masiyeket vizsgalt terilete a penészgombak
el forduldasa a palackozott ivovizekben. A fonalasgomfzgok bar széamos alkalommal
kimutathatok a palackozott ivovizekben, jelenlétiilndenképpen kornyezeti kontaminacidra utal.
A fonalasgombak szénsavmentes asvany- vagy fom@evindvekedni képesek, esetleges toxin
termelésik illetve patogén, allergén penészgombetéespuszta jelenlétik is egészségugyi,
élelmiszerbiztonsagi kockazatot jelent. Az ivovizljelenlév fonalasgombék az egészségkarosito
hatas mellett az ivoviz érzékszervi tulajdonsadamanlasat is okozhatjak, abban szemmel lathato
telepet képezhetnek rontva a termék megjelenézsét] eagyszamu fogyasztoi panaszt okozva. A
penészgombak a vizudlis megjelenés mellett kedhaz aromaanyagok termelésével dohos,

fanyar, keserilletve ,sér iz” jelleg izeltérést okozhatnak.



A természetes forras- illetve &svanyvizek gyartdsaan tehét kiemelt fontossaggal bir az
élelmiszerhigiénia és az élelmiszer-mikrobiologigikéfaktorok ismerete €s ennek tikrében a
megfelel megelz tevékenységek (mikrobiologiai monitoring, termélelskabaditasi és
figyelmeztetési hatarértékek felallitdsa, hatékémyendszeres tisztitas és féenités) bevezetése.



2. CELKIT ZESEK

Munkam célja volt, hogy valaszt adjak a forras-agsanyviz gyartd iparagnak arra a jelent
gyakorlati kérdésére, hogy egyes, a jogszabalylelezésekld hianyzd mikroorganizmusok ipari
szempontbdl jelens mikrobioldgiai illetve Gzemhigiéniai kérdést jelenek-e. Célom volt, hogy
Osszehasonlitsam a jogszabdlyokban szabalyoPsgudomonasaeruginosa jelet ségét a
palackozott forras-és dsvanyvizgyartas soran eggndbari izolatummal, mely a mindennapos, a
Pseudomonas aeruginosaneghatarozasara iranyul6 mikrobiol6gia monitoringras kerult
azonositasra. Szintén céljaim ko6zé tartozott, howghatarozzam #seudomonas aeruginosa
biofilmek eltdvolitasdnak lehetégeit a gyakorlatban takaritdshoz hasznélatostdisert tlenit
szerekkel. Célom volt az is, hogy a penészgombldntjeségét meghatarozzam a palackozott

forrds- és asvanyvizekben.

A fentiek alapjan a részletes célkiéseim a kdvetkek voltak:

Torzsgy jteményb| szarmazoPseudomonas aeruginog&TCC 9027 és viznyehelyr |
izolalt Pseudomonas stutze®iC B 21 vizszintes rozsdamentes acél (Wnrl.4300eten,
tapanyagban gazdag (BHI tépleves) illetve taparpeggny (szénsavmentes asvanyviz)
kdzegben valod biofilmképzésének nyomon kodvetéseértidz modszerekkel.
Pseudomonas aeruginos&TCC 9027 altal vizszines rozsdamentes acél (\WBAIL)
felileten, tApanyagban gazdag kézegben (BHI tap)eképzett biofilmjének kilénboz
kereskedelemben kaphaté fdienit szerrel valé inaktivalasanak illetve eltavolitddana
vizsgalata.

Palackozott forras- illetve asvanyvizhizolalt penészgomba torzsek.(oxysporumCC F
36; C. cladosporoide€C F 50;P. chrysogenumCAIM F 00837 A. fumigatusNCAIM F
00673) tulélésének, szaporoddsanak nyomon kovet#Re asvanyi anyag- €s
szénsavtartalmaban kilénb6@® szénsavas és 6 szénsavmentes), kereskedel&apiieatd
palackozott forras- és asvanyvizben

Szabad szemmel is lathatd micéliumképzés (termékkarositgionon kovetése 26 héten
keresztll, 12 asvanyi anyag- és szénsavtartaimdhddnb6z (6 szénsavas é€s 6

szénsavmentes), kereskedelemben kaphat6 palackmzés- és asvanyvizben



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A palackozott forrds- és dsvanyvizek mikrobidigiai biztonsaga

szakirodalom igen jelens. A szakirodalmi dsszefoglalom e részébenseldban a vizforrasok
(viznyer helyek) természetes mikrobiotdja (autochton mikitat) jelenlétére és jelergégére
igyekszem ramutatni, nem metve természetesen a viznyerés és feldolgozas, kpaks

veszélyeit, élelmiszerbiztonsag illetve termékkééssszempontjabadl jelers kockazatait.

3.1.1. Afelszin alatti viznyer helyek

A vizado rétegek mélységuk alapjan jellez 3 f csoportba sorolhatdk, tgymint sekély, kdzepes
mélység és mély (300 méternél mélyebb) vizadoé réteg. Aelyekzado réteget aktiv vizmozgasok
jellemzik, azaz a felszini vizek és a helyi szeangések a talajon keresztul gyors besdést
mutatnak a vizado rétegbe. A beszliés sebessége itt napi szinten méterekben fejekineA
kozepes vizado réteget a felszini vizés a talajviztl vizzaro réteg valasztja el, de a vizado réteg
mélysége nem haladja meg a 300 métert. Erre a&izgdgre joval lassabb beszdés jellemz,
melynek sebessége éves szinten méterekben fejezihed mély vizadd rétegek jellemen 300
méternél mélyebben helyezkednek el és a felszmakyiszennyezlések besz désének mértéke
igen csekeély, az 1-1 métert évszazadok alatt te=g. A konkrét vizmozgésok természetesen az
adott geoldgiai viszonyoktél fligegn er sen valtoznak, de a vizado réteg mélysége mindeekeép
vilagosan befolyasolja a mikrobiolégiai és kémighdlitast. A forras- illetve dsvanyvizek Eurdpa
szerte jellemzen kdzepes-, Magyarorszagon nem ritkAn mély vizétiégekbl szarmaznak. A
vizbazis védelme érdekében a vizkivételi hely kartiént emlitett hidrogeoldgiai viszonyoktol, a
vizadd réteg mélységét a felszin alatti vizek mozgasatol fugm védtertlet meghatarozdsa
valhat szikségessé, ahol tilos vagy korlatozotizaeszerz hely felé aramld viz mennyiségét és
min ségét veszélyeztetminden tevékenység. A vérilet meghatarozasa minden esetben

hidrogeoldgiai modellezés alapjan torténik. (Lecl&rMoreau, 2002)

3.1.2. Afelszin alatti vizek jellemz mikrobiol6giai 6sszetétele

Az 1970-es évek eft a felszin alatti vizadd rétegekben természetedeiorduld (autochton)
mikrobiotarél megjelent publikaciok szama megleken limitalt volt. A mikrobioldgiai
modszerek, igy példaul a steril mintavételi médskerfejl désével azonban egyre tébb
informécidval bviltek az ismeretek. A legUjabb tanulményok kimtdtat hogy a kulénbdz

mélység geoldgiai rétegekb és a kilonbdz helyekr | szarmaz6 aerob heterotrof baktériumok

4



fiziologiai és morfologiai jellemz nagymértékben eltéek a mélység fliggvényében és
hatarozottan kulénbdznek a mas mélységekbeioreulé mikroba kdzdsségekt(Leclerc & da
Costa, 1998; Leclerc & Moreau, 2002).

A felszin alatti vizekben jellemzn heterotréf baktériumok mutathatok ki. Az euki@kdjelenléte
csak korlatozott szdmban igazolodott, de jelenlgtékn zarhatd ki. A leggyakrabban kimutatott
baktériumok olyan aerob Gram negativ palcak, anketyggént hasznéalnak fel termindlis elektron
akceptorként. igy #seudomonafajok igen elterjedtek a felszin alatti vizrendskden, de szintén
gyakran kimutathat6ak @aulobacterekgitophagok FlexibacterekésFlavobactereLeclerc & da
Costa, 1998; Leclerc & Moreau, 2002). Tobb szalahod adat utal arra, hogy az aerob
vizbazisokban protozoak is kimutathatok, de a baktdk szama itt is mindig jelergen
meghaladta a protozoakét (Balkwill, 1989; Fredrackset al., 1989; Sinclair & Ghiorse, 1989;
Leclerc & Moreau, 2002). A felszin alatti vizekban anaerob mikroorganizmusok is jellerak
lehetnek, igy a szulfitredukald baktériumok szamyes vizbézisokban jelerst lehet (Jones et al.,
1989). A kulénbodz nitrogénhasznositd fajok jelenléte az oxigén katréeidjatdl fugg. Aerob
korilmények és nagy ammonia-tartalom mellett aifikiéicié a jellemz, ellenben az igen kis
oxigén koncentracié (>30mol/l) mellett a denitrifikalé illetve nitratredul@& baktériumok is
szerepet kaphatnak, igy a mar emliiedeudomonajok mellett aParacoccus, Thiobacillus és
Bacillus fajok is jelents szamban kimutathaték. Nagy vas és mangan kodc@mél lehet
szamolni a vas- illetve manganhasznosité baktéhuszrignifikans jelenlétével is (Leclerc és da
Costa 1998; Leclerc & Moreau, 2002).

Amennyiben a vizbazis nem kdtéppen védett efordulhat a felszini vizek vagy a kérnyezeti
szennyvizek beszivargasa. A viznydrelyr | kimutatott patogén, termotolerans koliform illetv
egyéb fekalindikator baktériumok a vizbazis vagyiayer hely (kit) masodlagos fer dése

esetén fordulnak el



3.1.2.1.A felszin alatti vizek mikrobiologiai vizsglatanak f bb probléméi

A mindennapi élelmiszeripari gyakorlatban a felszitatti vizek 0Osszes életképes csira
meghatarozasanal szemtekell tartanunk két jelens paramétert, iugymint a kozeg limitalt szerves
anyag tartalmat valamint a imérsékletet. A vizbazisban a tapanyag korlatozéthet sége miatt a
forrds- illetve &svanyvizek természetes mikrobé#itaplkotd baktériumok gyakran éhezési
allapotban vannak. Ennek kdvetkeztében egyrészvatteghat a morfologiajuk, igy a sejtek alakja
deformalddhat, tojasformét vehet fel, az atrjidke pedig oly mértékben csokkenhet, hogy a
szokasos 0,45m atmérj -, de egyes szakirodalmi adatok szerint akar a @ 2Znembransz n is
atférnek (Moyer & Morita, 1989; Leclerc & Moreauw)@?), igy elfordulhat, hogy a mindennapi
rutinban hasznalt membrans@s nem hatasos a kimutatasukra. Masflszokasos, tdpanyagban
das taptalajok egyfajta tapanyagsokkot” jelentle&tnigy a kimutatni kivant baktériumok
vizsgalatanél a kifejezetten kevés tapanyagot ltasizd taptalajokat, pl. R2A agart illetve 1:10
aranyban higitott taptalajt érdemes alkalmazni l@rec& Moreau, 2002; Bischofsberger et al.,
1990). A kis taApanyagtartalom miatt a baktériums&tenként €| de nem tenyésztheéllapotba is
kerllhetnek, igy a leoltast megel el inkubalas vagy alternativ mikrobiol6giai mddszerell.
konduktometrias illetve impedimetrias, valamint eiallaris bioldgiai médszerek illetve kilénbdz
festési eljarasok (pl: akridin narancs) alkalmazéggarant hasznos lehet (Leclerc & da Costa,
1998).

A vizbazis kis hmérséklete miatt az autochton baktériumok gyakrsichotrofok, igy elterjedt
helyes gyakorlat a taptalajok 20-22 C-on tortémkubacidja. Tekintettel kell lenni azonban arra,
hogy kisebb hmérsékleten a baktériumok anyagcseréje lassablazigykubacios id minimum 3
napban, esetenként akér 7-14 napban is helyes megha. Szintén szem ¢t kell tartani azt a
tényt is, hogy artézi kutak esetében a vizbazikrgyanagyobb hmérséklet, 28-30 C-os is lehet,
ilyen esetekben az optimdlis inkubalasintérsékletet ehhez a imérséklethez kell igazitani.
(Leclerc & da Costa, 1998)

3.1.3. A mikrobioldgiai szennyez dés kockézata a viznyerés soran

A forras- illetve asvanyvizek a legtobb esetbenfld@s utan szivattylzva kertlnek a felszinre.
Artézi kutak esetében a szivattylzas nem sziksétjes, magas nyomasu vizbazisbdl a viz a
katfuras soran a felszinre tor. A kutfaras, a kitesitése és szikség esetén a szivattylzas is
mikrobioldgiai szennyezlési forrdsok. A kut farasa soran a talaj kornyienétroba populacioja, a

kuat illetve szivattyu létesitése soran pedig a ds#malt anyagok, berendezések, az lUzemeltet

személyzet ferizhetik be a kutat. Mindezek elkerllésére a kusiédse illetve belizemelése soran



az élelmiszerhigiéniai alapszabélyok betartasa fgatos, a viznyer hely Iétesitése utan pedig

fert tlenités valhat sziikségessé (Leclerc & Moreau, 2002

3.1.4. Mikrobioldgiai kockéazatok a vizkezelés soran

A viznyer helyen kitermelt forras- illetve asvanyviz a fdighzdsi mveletek alatt szamos
mikrobiolégiai kockdzatnak van kitéve. A kutat ésizkezelt illetve a palackoz6 lizemet gyakran
hosszu foldalatti cvezeték koti 6ssze. Amennyiben ezek a zart renelszesm kapnak rendszeres
karbantartast, tisztitast és szikség esetértlémitést, felmeril a biofilm kialakulasanak veyeél

A cs vezetékek esetleges kilsechanikai sériilése esetén pedig a kornyatajbdl, talajvizbl
termékkarositd illetve koérokozd mikroorganizmusak lhekerilhetnek a rendszerbe. Ezek a
szennyezdések az esetek nagy részében azonnal jelentkeanekikrobioldégiai monitoring
eredményeiben. Hordulhat azonban, hogy a kis koncentracié miattséljtek nem mutathatok ki
azonnal, de a karos mikroorganizmusok avegetékekben kialakult biofilmekbe beépulnek, és ot
a késbbiek soran osztdédasnak indulnak, ezzel nehezeelHeiz krénikus problémét generalva.
Igen fontos tehat a ceezetékek rendszeres tisztitasa és flertitése és a mintavétel esetenkénti
szuréprébaszermegemelése mind gyakorisagaban mind térfogataban.

A hatalyos magyar szabalyozas (65/2004. (IV. 2VMHESzCsM-GKM egyiittes rendelet) szerint
a forras- illetve asvanyvizek esetén csak olyarelész eljaras alkalmazhat6, amely azok lényeges
fizikai-kémiai 0sszetételét nem valtoztatja meggyeakorlatban effordulnak tehat engedélyezett
eljardsokkal, igy példaul a viz levetgetése, illetve homokagyon valé szse, amelyek a nem
stabil elemek, példaul a vas, mangan oxidaciojatagy szrését, Ulepitését illetve a zavard
aromaanyagok (pl. kénvegyiletek) illetve a szabs&hdioxid eltdvolitdsat célozzak. Az emlitett
vizkezelések soran hasznalatos tartalyok, lexte oszlopok, Ulepit tartélyok illetve
homokagyak ferttlenitése, rendszeres tisztitasa igen fontos.

A szénsavval dusitott forras- illetve asvanyvizélabitasahoz felhasznalt széndioxid gaz illetve a
szilkséges berendezések mikrobioldgiai tisztasagatss tényez. Bar a szénsavas termékekben a
mikroorganizmusok tulélése limitalt, ébrdulhat tulélés, illetve kis szénsav tartalom letelakar
szaporodas is (Hunter, 1990).

A napjainkban egyre nagyobb teret nydresitett forras- illetve asvanyvizek éllitasa tovabbi

kockazatokkal jar, ennek targyalasa jelen dolgaatrem témdja.

3.1.5. Mikrobioldgiai kockdzatok a palackozas soran
A palackozds soran a palackozé illetve zard gépakkezelszemélyzet, a felhasznalt
csomagoldéanyagok egyarant veszélyforrast jelentedelkents lehet a karos mikroorganizmusok

tulélése a berendezések toraftyagain, a nem kekn karbantartott berendezések kamyagain, a
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s ritett leveg- illetve nitrogénellatd rendszerekben, valamintnam kell képpen tisztitott-

fert tlenitett tolt szar és a kupakzard berendezés is igen gyakorz féotras.

3.1.5.1.A palackozott forras- illetve asvanyviz aothton mikrobiotaja, annak jelent sége

A palackozott vizek idealis esetben tartalmazzakizibazisbol kinyert forras- illetve asvanyviz
eredeti mikrobiotajat, amely tobb tanulmany szeidngatlé hatast gyakorol a feldolgozas soran a
termékbe kerllt szennyeilletve patogén mikroorganizmusokkal szemben (&eck da Costa,
1998; Moreira et al., 1994).

Mint arra szdmos szakirodalmi adat rAmutat, a \@znhielyen mintazott forras- illetve asvanyviz
és a palackozott végtermék 6sszescéiraszama kozott jelerst szambeli killonbség tapasztalhato.
Mig a kutbdl vett mintdk Osszes életképes csiraaz@ttagosan 0-10 TKE/ml, addig az a
palackozott végtermékben 3-7 nap elteltével ak&1D0ml nagyséagrendet is elérheti (Gonzalez et
al., 1987; Warburton 1993; Bischofsberger et a9t Morais és da Costa 1990). Ennek
magyarazatara alapvein két elméletet lehet a szakirodalomban felldhaltételezhet, hogy a
korabban emlitett €] de nem tenyészthetallapotban Iév baktériumok a tarolas soran
regeneralédnak és igy kimutathatova valnak, azordmams elképzelhet hogy a nagymérték
csiraszam novekedés a mar a viznyeelyen kimutathatd, eredetileg is jelen lenéhany sejt
osztodasanak koszonhefLeclerc és da Costa 1998). Bischofsberger és atardgai (1990) az
asvanyvizekben kimutathaté t6sszes ékrob és fakultativ anaerob sejtszamot vizsgaléka
vizsgaland6 paraméterek k6zé a csomagoloanyapevették. Mintavételi matrixukat 5 kilonb6z
katbdl, az innen szarmaz6 asvanyvizek kevert vit@olétartalyabol illetve a kilonbodz
csomagoldéanyagu (PET illetve Uveg) szénsavmentkexkmzott termékekhd allitottak 6ssze. A
palackozott termékek esetében 20 C-on tort@néves tarolasi id alkalmaztak. A kilénbdz
forrdsbol szarmaz6 vizekben egyarant kevés, lepteblt kimutathatd milliliterenként és ez az
eredmény a kevetartélybdl vett mintaban, illetve a palackozott#ésmék mintaban sem valtozott
nagysagrendileg. Egy hét tarolas utan azonban miR&T-, mind az Uvegpalackos termékekben
jelent s kimuatahat6 telepszam névekedés volt tapaszfallaately a PET palackokban a°10
ivegpalackokban pedig a®8agysagrendet érte el. A kovetkemgy hét folyaman a TKE értékek
igen lassan csokkenni kezdtek vagy allandé ért@karadtak, a 2 éves tarolasi sdak végén vett
mintak pedig még mindig tartalmaztak megkozéfy 1G nagysagrendben tiléEs tenyészthet
sejteket. Mas tanulmanyok szintén kiemelik a csmt@mnyagok jelentségét. A palackozas ¢
mosott Uvegpalackba toltdtt asvanyvizekben rendsebk Osszcsiraszamot mutattak ki, mint a
m anyag (PET illetve PVC) palackokba toltott ugyamazsvanyvizek esetében. Ez egyrészt az
Uvegpalackok tisztithsa sordn a palack fellleténonmkban megmaradt tisztitoszer

bakteriosztatikus hatasaval magyaradzhat6, mdsfekonyos szakirodalmi eredmények arra is
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engednek kovetkeztetni, hogy a amyag palackok fellletér szerves anyagok oldédhatnak a
termékbe, melyet a benne Iémikroorganizmusok hasznositanak (Gonzalez el@87; Morais &

da Costa, 1990; Mavridou, 1992). Ezen kivul a cgwit@nyagok fellleti érdessége, alakja, a
hidrofob/hidrofil tulajdonsaga illetve a palackolérate is befolyasolja a baktériumok szaporodasat
(Bischofsberger et al., 1990; Leclerc & da Costag)9

3.1.5.2.Patogén, indikator és index baktériumok aglackozott forras- illetve asvanyvizben
Szadmos szakirodalom beszadmol arrdl, hogy az 6saseam ndvekedése mellett a palackozott
végtermékben megjelenhetnek patogén, indikatoetvél koliform baktériumok. Az indikéator
baktériumok jelenléte nem jelenti feltétlenll a kéiten egészségkarositas veszélyét, de az tzemi
HACCP hidnyossagaira ramutatnak. Ezzel szemben rmoteleransE. coli illetve egyéb
termotolerans koliform fajok egyértelmn fekalias szennyedésre utalnak, jelentégik igen
nagy. Kimutathatosaguk esetén nagy a veszélye atlémitési eljarasokra ellendllobb és
nehezebben kimutathatdé patogén enterobaktériunmikravirusok vagy akar patogén protozoak
el forduldsdnak. A Gram-pozitiv baktériumok jelenléde palackozott végtermékben szintén
gyakran a kornyezeti szennyelgs indikatoraként tekintheék, hiszen aMicroccoccusilletve
Staphylococcusiemzetségbe tartozé fajok jellenen el fordulnak az emlsodk, igy az ember

b rén, nyalkahartyain. AStreptococcus fajokedig a termotolerans koliformokhoz hasonldéan a
fekaliAs szennyezlésre utalhatnak. Egyes szulfitredukdlé anaerobtébaknok a vizbazis
szennyezdésére utalnak, mig mas sporaké@am-pozitiv baktériumok, mint Bacillus illetve
Clostridiumfajok részei lehetnek a felszin alatti vizek attoa mikrobiotajanak, eblb adédoén a
palackozott termékekb is kimutathatéak (Leclerc & da Costa, 1998; Lecl& Moreau, 2002;
Hunter et al., 1987).

A palackozott szénsavmentes termékekben a patdigivei fakultativ patogén baktériumok
jelent s élelmiszerbiztonsagi kockézatot jelenthetnek, Ibdint azt kordbban emlitésre kerdlt,
szakirodalmi adatok mutatnak ra az asvanyvizekleemészetesen jelenléwbaktériumok gatld
hatasara. (Leclerc & da Costa, 1998; Moreira etl&94). Ennek ellenére Hunter (1990) kimutatta
az E. coli 42 napos, &almonella typhimuriumaz Aeromonas hydrophiliggés aPseudomonas
aeruginosa70 napos tulélését szénsavmentes asvanyvizbensédaés asvanyvizben ugyanezen
baktériumok tulélése 25-50%-al csokkent.YArsinia enterocoliticaval kapcsolatos kisérletek a
beoltast kovet els nyolc hétben szaporodasrél, szdmolnak be, valaamdt hogy az még a 64.
héten is kimutathato volt (Karapinar & Gonul, 1991)

Ellentétben a legtbébb enterobaktériummalPseudomonas aeruginosaz olyan tdpanyagban
szegeény kdzegben, mint a forras- illetve asvanigvé&énk szaporodasra képes, bar a kiaétogén

mikrobiodta itt is gatlast, vagy a szaporodas lassatl eredményezheti. (Leclerc & da Costa, 1998;

9



Leclerc & Moreau, 2002; Moreira et al., 1994) PAeudomonas aeruginos&m csak a fakultativ
patogenitdsa miatt, hanem a HKdlsiekben részletezett igen @&ljes biofilm képzése miatt is
jelent s kockazati tényezaz asvany- illetve forrasviz palackozésa soran.

A termék szempontjabdl szintén jelemt bar keveset vizsgalt szempont a penészgomlekges.
Szénsavmentes asvany- vagy forrasvizben szapokapesek illetve szemmel lathatd telepet
képezhetnek, a termék megjelenését rontva. Toxmeiés illetve patogén penészgomba esetén
pedig egészségugyi, élelmiszerbiztonsagi kockazatgtientenek. Szerepuk a kébiekben kerdl

részletezésre.

3.2. Biofilmek jelent sége az élelmiszeriparban

A biofilmekr | a szakirodalom szamos, Iényegében hasonlé meghkath fogalmaz meg, igy
példaul Bakke és munkatarsai (1984) a biofiimeejek és extracellularis termékeik felulethez
kapcsolodd bioldgiailag aktiv matrixaként, Costertcds munkatarsai (1987) pedig a
mikroorganizmusok felllethez tapadt, az altalukmnigt extracellularis polimerben (extracellular
polymeric substance, kdsbiekben EPS) rogzilt, funkciondlis tarsulasakésdfinialja. Allison és
Sutherland (1987) megfogalmazdsaban szintén kiemetnikrobdk szilard fellleten tortén
megtapadasat, szaporodasat, az altaluk termeltveszgrolimereknek a biofilm felépllésében
betdltétt szerepét. A definiciok kdzos jelleje tehat, hogy a biofilmet vizes kdzegben Iév
mikrobak szilard felllethez kodott aktiv sejthalmazanak, tarsulasanak tekintédawmint, hogy a
sejtek altal termelt EPS-t esszencidlis fontossakyta biofilm épitelemének tartjak.

A biofilmek el fordulnak a természetben, folydk, természetes vimekire, viz alatti fellletek,
kovek felszinén, él szervezetekben (fogak, implantatumok fellleténjamint az ipari
kdrnyezetben egyarant. Jelenlétik az élelmiszdrgpaegyarant lehet hasznos vagy karos. Egyes
technologidk sordn nagy jelesgggel birnak bizonyos jol kézben tartott biofilmekzonban a
gyartoterileteken, berendezésekben val6 megjelknédlyos higiénés problémat is okozhat.
Biofilmet termékkarositd és patogén mikroorganizakuss képezhetnek igy az Uzembhigiéniai
problémék mellett a jarvanyugyi jelestguk is kiemelked lehet. A biofilmet alkoté mikrobak
felilethez vald kotdésiik soran morfoldgiai valtozasokon is atesnekageseréjik megvaltozhat,
az altaluk kivalasztott, biofilmet védpoliszacharid matrix pedig jelerst védelmet nyujt a
kornyezeti behatadsok ellen. A nem kivanatos biafknuetektalasa és eltavolitasa igy egyarant

nehéz feladatot ad a szakembereknek.

3.2.1. A biofilmek kialakulasa
A mikrobak a természetben és az ipari korilmény@kok is kétfajta allapotban fordulnak el

ugymint planktonikus, azaz szabadon leheglamint fellilethez kotott allapotban. A mikrobak
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planktonikus &llapotnal jobban kedvelik, ha megt@dnak valamilyen fellleten. A szilard
felszinhez valé kodés jobb tapanyagellatdst és nagyobb védelmet dftiza kornyezeti
behatasokkal szemben. Biofilmek egyarant kialakuléla szoveteken és mesterséges fellleteken.
Nagyobb a biofilm kialakulasanak valészéége a kevés tapanyagot tartalmazé &ramlo
rendszerekben, ahol a kiéhezett sejtek a fellletegtapadva folyamatos tapanyagellatasban
részesulnek (Marshall, 1992). Medfigyelték, hogyk smikroorganizmus nyalkds, ragados
poliszacharidot valaszt ki, amely segiti a felihetalé6 megtapadast, a tdplalkozast és egyben védi a
biofilmeket a hingadozés és az antimikrobés szerekkel szembeeniddlikolics Marshall &
Lévai, 2000). A kivalasztott poliszacharidok egytégyakran aminocsoportokkal rendelkeznek, igy
pozitiv toltésuknél fogva konnyen kdinek negativ toltés feluletekhez, méasrészt kémiai
Osszetételiknél fogva polidiolok is egyben, amirbigtn kotések kialakulasat is lehat teszi. A
kivalasztott poliszacharidok fliggetlen lancai azidamés hidroxilcsoportok kozott kialakuld
hidrogénkotések révén dntapadd vazat hoznak Etédtal a kulonallo mikrobakat 6sszeragasztjak,
és a biofilmet a felllethez tapasztjak. A haromdimi@s, a sejtek altal kivalasztott matrixot (tokot)
glikokalixnak vagy EPS-nek (extracellular polymemsscbstance) is nevezik. (Jelenik-Nikolics,
2001; Kumar & Anand 1998.)

A biofilm kialakulasanak fazisai a kovetkdz

3.2.1.1.A felulet kondicionalasa, molekularis megfamdas

A vizes kozegbe meritett szilard anyagok feluletakromolekuldk és kis molekulatémeg
hidrofob molekuldk tapadnak meg, megvaltoztatvalea a felllet toltését, és szabad energiajat,
ezzel elsegitik a mikrobdk megtapadasat a fellleten. (MaAksh992.). Az ipari gyakorlatban, a
szilard fellleteken a tdpanyagban gazdag koZegberves és szervetlen molekuldk, fehérjék,
szénhidratok tapadnak meg, igy az élelmiszeriparierdezésekben, eendszerek fellletén
diffuzio illetve a csrendszerekben esetenként fellépurbulens aramlas Utjan Ggynevezett
.kondiciondlo6 film” alakul ki, mely a biofiimek mdgpadasa szempontjabol eyésen valtoztatja
meg a felllet hidrofobicitdséat és elektronikusését (Kumar, Anand, 1998). A kondicional6 réteg
tapanyag ellatottsaga is joval nagyobb, (Hood, datt 1997) mint az aramlé vizes fazisé.
Mindezek a tények egyuttesen segitik a biofilm kialakulasanak k&eet |épését, a sejtes
megtapadast. A szakirodalomban talalhaté kisérletekiményei egyarant emlitik a molekularis
tapanyagok biofilm kialakulast géatlo illetve segihatasarél. igy példaul Al-Makhlafi és
munkatarsai (1995) publikacidja szerint az albusegitette d.isteria monocytogenesdhézidjat.
Mig Helke és munkatarsai (1993) a tejfehérjék, ¢kazés a -lactoglobulin) Listeria

sz

és Gilmour (1985) a buzafehérjék sejtmegtapadagt skatasat talalta bizonyitottnak. A biofilm
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kialakuldsat szintén befolyasolja a felilet anya@s annak érdessége. Az élelmiszeripari
gyakorlatban leggyakrabban hasznalatos anyagoknitgyozsdamentes acél, aluminium, lveg,
teflon, nylon mindegyike kivalé fellletnek bizonyak a biofilmek kialakuldsarél szolé
kisérletekben (Herald és Zottola, 1988a, b; Mafal.etl990; Blackman és Frank, 1996).

3.2.1.2.Mikrobak megtapadasa

A biofilm kialakulasdnak masodik |épése, a mikrolmakgtapadas#rténhet fizikokémiai uton,
ugynevezett passziv adhézioval, illetve aktiv modam aktiv adhézié gyorsan kialakul, de a
kot dés nem ers. Ez reverzibilis biofilm kialakuldsédhoz vezetesiben a passziv adhézidval, mely
id igényesebb, de irreverzibilis megtapadast erednEnye aktiv és a passziv adhézié
parhuzamosan is végbe mehet, de mértékik figg ett mdkrobatdl és a felulett (Marshall,
1992.). A reverzibilis kdtdés kialakuladsaban elorban a van der Walls erelektrosztatikus erés

a hidroféb kdlcsonhatasok jatszanak kodzre, mig aeverzibilis kotdés esetén gyenge
kolcsbnhatasok, ugymint dipél-dip6l kdlcsonhatagirdgén-, ionos- illetve kovalens kotések
jellemz ek. Szdmos szakirodalom szamol be arr6l, hogy alziper k gatoljdk, mig a sejtfelszini
képletek és termékek (flagella, fimbria, pilus, EPSegitik a sejtek szilard fellleten valé
megkot dését. (Jones & Isaacson, 1983). A felllet fiziéorkai tulajdonségai, ugymint
hidrofobitas, hmérséklet, pH szintén befolydsoljak a sejtek meatapat. Stanley (1983)
vizsgalatdban megallapitotta, hogiPseudomonas fragbzsdamentes acélhoz valé megkidtse a
metabolitikus folyamatok szdmara optimalis pH 7a8dmanyban a legkifejezettebb. Szintén a
kornyezeti pH meghatarozd szerepét igazolta HegaldZottola (1988a). enterocoliticaés L.
monocytogenessetében. Egy masik tanulmanyukban emellett méhnséklet jelentségét is
kimutattak, a szilard felszinhez valé kdés h optimumat 21 °C-ban hataroztdk meg (Herald &
Zottola, 1988 b).

3.2.1.3.Mikrokol6niak kialakulasa

Ebben a fazisban a fellleten megtapadt mikrobagospdéasnak indulnak, mikrokoléniakat hoznak
létre, majd megkezdliik az EPS kivalasztasa, amely a tulajdonképpeafillmet 6sszetartja
(Kumar & Anand, 1998; Marshall, 1992). A szilardileten korabban kialakult kondicionalo film
és a mikrokornyezet egyarant befolyasolja a mikiakidk névekedését és az EPS kialakulasanak
sebességét, annak OsszetétdRteudomonagorzsek altal termelt poliszacharidok Osszetételét

nagyban meghatéarozza a tapanyag ellatottsag (ldhnlgayVhite, 1983).
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3.2.1.4.A tulajdonképpeni biofilm kialakuldsa

A szilard felszinhez tapadt, és ott szaporodasmakili mikroba sejtek egy haromdimenziés
matrixot alakitanak ki, melyet az altaluk termedtipzacharid tart 6ssze. A biofilm vastagséga fligg
az eltelt idt 1, a biofilmet alkoté mikrobaktél és az elérhedpanyagoktdl. A biofilm felépitésében
altalaban tobb mikroba faj is részt vehet, 0ssektdgy heterogén, benne ikl killénbdz rétegek,

a tapanyag ellatast szolgalé csatornak alakulnak Aci kialakult biofilmben anyagcsere
szempontjabdl tobb szintet is megkulonboztethetilkfelllethez kozeli részekben anaerob
anyagcserét, a vizes fazishoz kozeli részek aemylagaserét folytatdé mikrobak detektalhatok.
(Marshall, 1992; Costerton et al., 1994a). A bioét alkoté kilénbdz mikroorganizmusok
egymasra gatlo illetve segithatassal is lehetnek. A tébb mikroorganizmusb@, dheterogén
biofilmek &ltaldban vastagabbak és stabilabbakt mmegyetlen térzs altal felépitettek. Erre az
eredményre jutott tobbek kozott Siebel és Charackl991) Klebsiella pneumoniaeés
Pseudomonas aeruginodaomogén illetve heterogén biofilmjét 6sszehasaalitSzakirodalmi
adatok alapjan az is megallapithatd, hogy a mdelkidt Pseudomonas fragbiofilm a Listeria
monocytogenemegtapadasat és vastagabb biofilm kialakulas&eggtette (Sasahara & Zottola
1993). A kulénb6z mikroorganizmusok megtapadasaban az EPS sszgrepén szamol be mas

tanulmany is (Sutherland, 2001).

3.2.1.5.A biofilm terjedése, rekolonizacié

A biofilm ndvekedésének gatat szabnak az adottaokikmyezetben elérhetapanyagok hianya és
az esetleg felhalmozédott anyagcseretermékekyisa fgofilm matrix névekedése, vastagodésa egy
id utdn mar nem lehetséges. A fellleten kialakultagséteg azonban kulonbdkdrnyezeti
hatasok eredményeképpen, felszakadozhat, abbobbkiseikrokoléniak levélhatnak és Gjabb
fellleten megtapadva a biofilm tovabbterjedhetenlykdrnyezeti hatdsok lehetnek példaul a
folyadék aramlasi sebességének megvaltozasa, embdramlas, kémiai szerekkel vagy fizikai
modszerekkel végzett hatastalan biofilm inaktivdldpplegate & Bryers, 1991; Marshall, 1992;
Telgmann et al., 2004; Stoodley et al., 2001)

3.2.1.6.A biofilm névekedési kinetikaja
A biofilm novekedési kinetikajat a (1. abra) szeltey, mely szerint jellegzetesen harom fazist
kulonbdztethetiink meg (Jelenik-Nikolics & Lévai,02x).:
Lag fazis: A diffzioval, esetleg turbulens &ramlassal sz@litmikroorganizmusok
megtapadnak a feluleten, amit a felllet durvasiga aé planktonikus sejtek szama

nagymértékben befolyasol. A mikroorganizmus-szakoekem n szignifikansan.
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Exponencialis fazisBizonyos id utan megkezdlik a logaritmikus osztdédas, az EPS
termel dés. A biofilm kialakult. Az Gjabb planktonikus &8 egyszeren megtelepedhetnek a
biofilm felszinén, a felllet tulajdonsagai és as&jm itt mar nem befolyasol6 ténykz

Plato fazis: A biofilm stabilizalédott. Kiterjedése a tapanyagokennyiségét fligg,
valamint azoktél a nyiréekt |, és egyéb behatasoktél, amik megsértik a biofilmigy
nagyobb darabok hasadhatnak le, és szennyezhetildazert.

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

1. abra: A biofilm névekedésének szakaszai (Jelblikblics & Lévai, 2000)

Zart, keringtetett rendszerekben a bakteridlisiloiek novekedése szempontjabdl meghataroz6 az
aramlas tipusa. Laminarisan aramlo illetve alldbegiz a biofilm tapanyag transzportja molekularis
diffazién alapszik, ami a leglassabb tomegszallitAyamat, igy ez lassu biofilm névekedést
jelent. Turbulens aramlas esetén fokozodik a tépartyanszport a biofilmhez, igy a biofilmet
alkot6 baktériumok szaporodasa nagyobb lehet, laininaris aramlas esetén. (Jelenik-Nikolics &
Lévai 2000)

3.2.2. Az érett biofilm szerkezete

A kialakult biofilm matrix dsszetétele az azt alkahikrobasejtektl, azok fizioldgias allapotatdl, és

a felhasznalhat6 tapanyagoktol is fiigg. Atlagogétstelét az 1. tablazat mutatja.
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1. tAblazat: a biofilm matrix 6sszetétele (Suthet|22001)

Komponens A métrix %-a

Viz >97 %

Mikroba sejt 2-5 % (tobb fa))

Poliszacharidok (homo- és heteroszacharidok) 1-2%

Fehérjék (extracellularis, valamint sejttérmelék) 1-Z % (tobbféle fehérje,
enzimek)

DNS, RNS 1-2 % (sejttérmelék)

ionok ? (kotott és szabad)

Toébb tanulmény kimutatta, hogy a biofilm matrixb&apillarisok, csatorndk alakulnak ki,
amelyeken keresztul a sejtek viz és a tapanyatisdidiztositott (Poulsen, 1999; Costerton et al.,
1994; Massol-Deyé et al., 1995). Ezt a szerkez@i#lysztralja a 2. abra.

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

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

A kialakult biofilmben a felulettl tAvolodva kuldnb6z anyagcserét folytatdé mikrobakat figyeltek
meg. A felllethez kdzeli részekben anaerob anya@se vizes fazishoz kozeli részekben aerob

anyagcserét folytatdé mikrobak detektalhatok (3agf¥arshall, 1992www.erc.montana.edu
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3 abra: Heterogén biofilnwfvw.erc.montana.edu

3.2.2.1.Az EPS

Scanning elektronmikroszképpal jol megfigyelhgelenség, hogy a biofilm kialakulasanak mar
korai szakaszaban a szilard fellleten megtapatitksepy vékony szalat kezdenek el kivalasztani
(Firstenberg-Eden et al., 1979). A vekony, deve egyre vastagodd poliszacharid szal a mar
sokszor emlitett ,extracellular polymeric substdn@zaz EPS néven ismert a szakirodalomban,
melynek szamos més funkcidja mellett nagy szergeavbiofilm matrix aktiv részeként, annak
Osszetartasdban. llyen meghatarozo6 funkcié pékli&akrves és szervetlen molekulak, tapanyagok
megkotése, mas mikroba fajok rogzitése a biofilm{@nyers, 1984; Marshall, 1992). Az EPS a
planktonikus sejtek megtapadasan kivil a biofilal&btd sejtek osztdédasa soran keletkezett friss
sejteket is rogziti a biofilm felszinén, igy biztea annak folytonos megujulasat és vastagodasat.
Az EPS biofilmben betdltott aktiv szerepét bizojayitandevivre és Kirchman (1993) publikéacioja,
mely arrél szadmol be, hogy a szilard felszinheadasejtek emelkedett poliszacharid termelése
folyékony tapkdzegbe visszaoltast ket az eredeti mennyiségre allt vissza, tehat aztuk&PS
termelés nem a biofilm sejtjeinek genotipusos vaksdnak kdszonhethanem egyfajta reakcié a
mikrokornyezeti korilményekre. Az EPS tovabbi fanszerepe a biofilm védelme a kedwien
fizikai, kémiai kdrnyezeti hatdsokkal szemben, Ugymkiszaradas, tatas, kémiai fertlenités,
mechanikus tisztitds. Erre példa a szamos szakinodadltal emlitett, a biofilmek
fert tlenit szerekkel szembeni rezisztenciaja (Krysinski et &P92; Frank & Koffi 1990;
LeChevallier et al., 1988; Evans et al., 1991).
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3.2.3. A biofilmek hasznositasa

A biofilmek hasznos tulajdonségait szamos iparagkieknazza. A természetben farduld
biofilmek kozrejatszanak a vizek migégének fenntartasaban. Az ittfetduld mikrobak segitik a
toxikus anyagok biodegradalédasat. A biofilmek gesranyag megkotképességét az dontdzésre
haszndlt szennyvizek tisztitdsdban is kihaszn§lfakchs et al., 1996). A természetes modon
immobilizalt mikrobasejtek a bioreaktorokban is fraédatosak, ezzel névelhetn fermentacio
hatékonysaga és stabilithsa. (Demicri et al., 1998aDemicri & Pormetto, 1995; Pakula &
Freeman, 1996) Az ipari gyakorlatban a biofilmekotd mikrobdk ecetsav-, etanol illetve
poliszacharid képztulajdonsagét is hasznositjak. (Macaskie et &95)1 A gasztrointesztinélis
traktusban természetesen feldulé tejsav baktériumok éBifidobacterium fajok altal képzett
biofilmek mintegy védréteget képeznek a patogén baktériumokkal szembmennyiben kell
szdmban jelen vannak, segitik a bélflora egészséggensulyanak fenntartasat. (Fuller, 1989;
Kumar & Anand, 1998).

3.2.4. A nem kivanatos biofilmek és jelentségik az élelmiszeriparban

Az élelmiszeripar mindennapos higiénés feladataioiojelents szerepe van a nem kivanatos
biofilmek ellen valé kizdelemnek. Biofilmek dbrdulhatnak barmely zart rendszerben:
tartalyokban, csvezetékekben, CIP rendszerekben. Jellenzazokon a pontokon, ahol az
aramlasi sebesség csokken, illetve amely helyekiszités- ferttlenités soran nehezebben
elérhetek igy pédaul tartalyokban, tserélkben, cshajlatokban, tomitések mentén, mintavételi
pontokban, holtdgakban, membranok,rsk fellletén. A gyakorlatban ilyen, zart egzetékekben
megtapadt biofilmekkel taldlkozhatunk a gydgyszamian, ionmentes viz és desztillalt viz
rendszerekben (Jelenik-Nikolics, 2001), az élelengarban hasonlé mdbdon, thermofil
Streptococcusok okozhatnak gondot tejipari ogezetékekben (Flint et al, 1997). Az
ivévizrendszerekben jelen Iéwbiofilmekr | szdmos szakirodalom beszamol (Mackay et al., 1999
Momba & Binda, 2002; Park et al., 2001; Van der iKebal., 1982).

A biofilmek az élelmiszeripari termelizemek berendezéseiben igen sulyos higiénés pmablé
termékkarositast okozhatnak, koérokozok esetébenigpedtar az élelmiszerbiztonsagot is
fenyegethetik. llyen Listeria monocytogenesyersinia enterocolitica Campilobacter jejuniés
Eshericia coliO157:H7 altal képzett biofilmt szamol be az élelmiszeripar tertletdéfumar, C.G.

€s Anand (1998). Fontos megemliteni, hogy nem &lagra zart termel rendszerek belsejében
kialakult biofilmek jelentenek veszélyforrast. Jdles rizik6faktor a termel kornyezetben, a
mindennapi tisztito-fertlenit takaritas ellenére is sokszor jelen lehiofilm is. Romlast okoz6

Pseudomonadajokat izolaltak az élelmiszer feldolgozd kornydmem; lefolydkon, padliékon,
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gyumolcsokon, zoldségeken, hasok feluletén, mebiefilmet képeznek akdristeria, Salmonella

€és mas patogén fajokkal egyutt (Chemielewski & Kkrar2003). Ivovizet felhasznald
élelmiszerizemekben az ivovizrendszerekben kialakofiimekbe beagyazodott patogén illetve
fakultativ patogén baktériumok, igischerichia coli, Legionella pneumophila, Aeromgnas
PseudomonadMlycobacter Klebsiella Campylobacterspp illetveHelicobacter pyloripotenciélis
élelmiszer biztonséagi veszélyforrassa valhatnakcfdg et al., 1999; Park et al., 2001; Buswell et
al., 1998; Wadowsky et al., 1982; Burke et al.,4:98rmon et al., 1997; Momba et al., 2000).
Helmi és munkatéarsai (2008) arr6l szamolnak beyhmagogén virusok és protozoonok is képesek
beagyazodni az ivovizrendszerben kialakult biofkbe és abbol akar 34 nap elmdultaval is
kimutathatoak.

A termék veszélyeztetése mellett a biofilmek jelenyazdasagi tények is. H cserélkben,

h t tornyokban megtelepedett biofilmek adtadast csokkenthatdsuk kovetkeztében kozvetlen
pénzugyi kart okoznak (Lehmann et al., 1992). \fidezerekben, keringtetett eendszerekben az
aramlas sebességét csokkentik, rsendszerekben a membranok elt@déséhez majd
atszakadasahoz vezethetnek, metabolikus terméketkigpa fém felluletek karosodasahoz,
rozsdasodashoz vezethetnek (Costerton & LappintSk2f9).

A biofilmek inaktivaldsa igen nehéz, a fellletengtagadt sejteknek akar 500-szoros ellenallasa
tapasztalhatd az antimikrobas szerekkel szembdan{deNikolics, 2001), a felllethez val6 ar
kot désuk pedig az elhalt sejtek eltavolitasat is jelan megneheziti. A nem kedn hatdsos
biofilm eltavolitas soran az EPS illetve az elhsdfjtek a felileten maradnak, melyek szerves
anyagként taptalajul szolgalhat, illetve kedveeliletet ad Gjabb mikrobdk megtapadaséara. A
biofilm inaktivalasanal tehat olyan mddszert kalktni, mely nem csak elpusztitja, de el is tajalit

a fellletr | az ott kialakult biofilmet.

3.2.4.1.A biofilmek detektélasa

A biofilmek detektalasa a szilard felszinhez vatdsekot dés miatt a mindennapos élelmiszer
mikrobiolégiai gyakorlatban problémét okozhat. Atz&eringtetett rendszerekben kialakult biofilm
a rendszeresen vett mintdk esetében nem mindelomalkel mutat magas csiraszamot. Jellemz
lehet azonban egy-egy kiugréan magas érték, melgramlasi viszonyok hirtelen megvaltozasa
kovetkeztében egy biofilm-darab leszakadadsabdlhetedEzt a jelenséget kihasznalva a biofilm
detektdlasara hasznos lehet a mintavételt megah atmenetileg turbulens aramlastiaéézni.
(Jelenik-Nikolics, 2001).

A biofilmben jelenlev mikroba morfoldgiailag is kilonbozhet a planktarsksejttl. EI fordulhat
Gram-festésbeli eltérés, valamift aeruginosaesetében kdzel 50 %-0s méretcsokkenést is

észleltek, ami kulondsen veszélyes, hiszen igylaabék a 0,2rm-es porusi membranszn is
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atférnek (Jelenik-Nikolics & Lévai, 2000; Kumar &and, 1998). A detektalas eredményességét
csokkenti az is, hogy szamos biofilmet alkoté mikaca kedvezlen koérnyezeti hatdsok miatt
(kevés tapanyag, hatas, kedvezlenil hideg koérnyezet vagy kémiai anyagok) nehexagy
egyaltaldn nem tenyésztheé valik. A tenyésztési eljarasok mellett igy nagyet kapnak a
kulonbdz in situ, mikroszkopos maddszerek, ugymint epiflisgmens mikroszkopos, szkenning
elektronmikroszkdpos, atomi emikroszkop (Kumar & Anand, 1998). Szintén az eifeszcens
mikroszkdép biofilmek vizsgalatara valé alkalmazét&zamolnak be Wirtanen és munkatarsai
(1996) illetve Strathmann és munkatarsai (2002)epifluoreszcens- valamint a pasztazo elektron
mikroszkop hasznalata a biofilmek vizsgalatabaerjeltlt. (Cloete & Jacobs, 2001; Strathmann et
al., 2002; Camper et al., 1999) Ezek mellett szamas mikroszkdpos technikardl szamolnak be
Surman és munkatérsai (1996), ugymint Hoffman médas kontraszt mikroszkép, Differenciélis
interferencia kontraszt mikroszkopia, pasztazoé tebek mikroszképia, transzmisszids elektron
mikroszkopia, atomi er mikroszkopia, pésztdz6 konfokélis |ézer mikrosi&dpilletve
kornyezetszimulaciés pasztdz6 elektronmikroszképiBizonyos mikroszk6pos technikak
alkalmazasakor feltétlentl szikséges a biofilmegtéfge. Erre tobb moddszer is hasznélhatd,
kulonbdz festékek vannak a sejtek, valamint az EPS ma#ikatova tételére. Fluoreszcens
festékekkel jelolt lektinek (fluoreszcein izotiondtal jeldlt concanavalin-A, concanavalin-A488
illetve tetrametil rodamin izotiocianéattal vagy Abdluor 488-al jeldlt buzacsira-agglutinin) az EPS-
ben talalhat6 szénhidratokhoz kéhek, igy a mintat epifluoreszcens, vagy pasztéaaidkalis
lézer mikroszképpal vizsgalva az EPS lathatovakvdstrathmann et al., 2002; Hassan et al.,
2002). AZ EPS mellett a biofilmet alkot6 sejteketmegfesthetjik kulonbozfestékekkel, mint
példaul az akridin naranccsal (Surman et al., 19G&mper és munkatarsai (1999) a fent emlitett
mikroszkopos technikak mellett molekularis moédskelgasznélatarél szamolnak be, igy a
nukleinsav festésérvagy fluoreszcens anyaggal illetve radioaktivaggal valo jeldlését illetve
adhatnak.

A fent emlitett in situ modszerek elye, hogy a fellleten kialakult biofilmet kozvetlé®pes
vizsgalni, hatranya azonban hogy azt a rendstérlixell emelni, igy a hasznalati jeles&ge olyan
helyszinekre limitalt, ahol beépithets onnan kdnnyen kiemelheprébafellletek a rendszer
megzavarasa €és mikrobiologiai rizikd6 nélkul alkahmatéak. Alacsony tapanyag tartalmu
rendszerekben, mint példaul a pl. vizrendszereklj@lmazhatdé monitoring rendszer lehet a TOC
(Total Organic Carbon) illetve DOC (Dissolved OrgarCarbon) mérése. Szamos publikacio
szerint azonban ezek a mérések ellentmondasos @ngdiet adhatnak (Delille et al., 2007; Van
der Kooij et al., 1982). A legujabb szakirodalmibpikaciok (Delille et al., 2007; Quilés et al.,
2010) az ATR-FITR (Attenuated Total reflectance-f@u Transform Infrared) spektroszkopia
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sikeres alkalmazéséarol szamolnak be laboratérivadeth korilmények kdzott. Bar a médszer még
fejlesztést igényel, nagy elye hogy a zart rendszereket egy egyszey-pass megoldassal

helyben, valés idben tudja monitorozni.

3.2.4.2.A biofilmek antimikrobas szerekkel szembernezisztencigja

A biofilmet alkot6, fellilethez tapad, EPS métrixbadgyazddott sejtek antimikrobas szerekkel
szembeni ellendllasa szignifikAnsan nagyobb a pbaikus sejtekénél (Frank & Koffi 1990;
Krysinski et al., 1992; Kim et al., 2007). Ez tObdnyezre vezethet vissza, melyek kozil a
legismertebb az EPS mechanikus védelme. A biofilatrixot dsszetarté poliszacharidon keresztil
a fert tlenit szerek csak lassan vagy egyéltalan nem képesdfuéattfilni. Ehhez jarul hozz4 az a
korulmeény, hogy a biofilm belsejében éheidlapotba lév, csokkent anyagcserét folytatd sejtek a
toxikus anyagokat is lassabban veszik fel (Evansalet 1991). A sejtek elhelyezkedése is
magyarazatot ad az antimikrobas szerekkel szemeeisztenciara. A felllettel érintkezsejtek
ugyanis csak a kulsfelllettiikkel érintkeznek azket koruldlel mikrokornyezettel, a szilard
felllettel érintkez részik nem. Ezeket a sejteket a szilard fellleftavolitva a rezisztencia nem
észlelhet (Frank és Koffi, 1990). A fenti elméletet tamagktpla Kim és munkatarsainak kisérleti
eredményei (2007). Publik&ciéjukban 13 kulonhokereskedelemben kaphatd felnit szer
hatékonysagat hasonlitjiadk ©OssZenterobacter sakazakiitérzsoldata ellen szuszpenziéban,
rozsdamentes acél fellletre széritva, illetve éninbzsdamentes acél felileten kialakult biofilm
esetében. Mindegyik, altaluk vizsgélt fekenit szer a szuszpenzids tesztben mutatta a legnagyobb
és a biofilm esetében a legkisebb hatékonysagattédza biofilm illetve a planktonikus sejtek
fert tlenit szerekkel szembeni érzékenységében mutatkozé ld@grd mutatnak r4 Wirtanen és
munkatarsai (2001). Tanulményukban kulénbdzatéanyagu fertlenit szereket vizsgalva a
szabadon lebegPseudomonasejtek ellen a tenzid illetve peroxid hatéanyagnd flenit szer, mig

a biofilm inaktivdlasara a peroxid és a Kklor hai@gu ferttlenit szer bizonyult a
leghatékonyabbnak.

LeChevallier, és munkatarsai. (1988) a hipokléresss a monokldramin biofilm roncsolé hatasét
vizsgalva megallapitottak, hogy mig a monokloraképes behatolni a glikokalixon keresztil a
biofilm belsejébe, addig a hipoklérossav erre népes. igy a monokléramin esetében 100-szoros,
a hipoklérossav esetében 3000-szeres rezisztendatkozott a felllethez koététt mikrobaknal a
planktonikushoz képest. Dhaliwal és munkatarsa®2)%zintén kimutattak, hogyStaphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella enteritiésListeria monocytogenegslanktonikus sejtjeihez
képest a kulonbozszilard feluletekhez (PVC, teflon, plexi, fa, gumbzsdamentes acél) tapadt

sejtek emelkedett rezisztencigjat mutattak. Hasend@iményekd szamol be Mosteller és Bishop
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(1993) Pseudoonas fluorescens, Yersinia enterocoliéisd.isteria monocytogeneseflon illetve

gumi felllethez tapadt biofilmjét és planktonikegtigit kilonb6z fert tlenit szerekkel kezelve.

3.2.4.3. A biofilmek inaktivalasa

A biofilmek inaktivalasa és eltavolitasa nagy nedé@et okoz az élelmiszeriparban, az antimikrobas
szerekkel szemben kialakult nagyfoku reziszteneiamint az EPS feliilethez val6 srtapadasa
miatt. A nem kellen hatékony fertlenit és tisztitd eljardsok utan az elpusztitott seijtelve az
EPS a fellleteken maradva kivalo taptalajt és konmyegtapadasi fellletet nyujtanak a
planktonikus sejteknek, ezzel ekgitve az Ujabb biofilm gyors kialakulasat. A Is&éan
fert tlenit eljaras utan a feluleten maradt vékony biofilmegéilletve az él, de nem tenyészthet
sejtek id vel regeneréldédhatnak, és a fellleten talalhat&nygggokat hasznositva Gjabb biofilm
képz dése indulhat el, az adott kémiai szerrel szembest mar akar rezisztens mikrobitta
kialakuldséval (Zottola & Sasahara, 1994; Hood &tda, 1995).

A biofilmek inaktivalasa térténhet kémiai, fizikamddszerekkel, bioldgiailag aktiv szerekkel illetve
ezen eljarasok kombinalasaval.

Biofilmek inaktivalasa kémiai médszerekkel:

A fentiekben részletezett okok miatt a biofilmekeni kiizdelem soran nem elégedhetiink meg a
hagyomanyos tulélsejtszam vizsgalatok eredményeivel.fetdulhat, hogy a biofilmet dsszetartd
EPS illetve hagyomanyos médszerrel nem kimutatatiét, de nem tenyészthesejtek maradnak

a fellleten. llyen, eredménytelen biofilm inakt&sldl szamolnak be Meiller és munkatarsai (1999)
publikaciojukban. Fogaszati vizrendszer fenitési kisérletikben harom kilénbokatéanyagu
fert tlenit szert alkalmaztak, Na-hypokloritot, glutaraldehidés izopropil alkoholt. Béar a
fert tlenités utani mintdakban nem sikerdlt talémikroorganizmust kimutatni, a fellletek
mikroszkopos vizsgalataval megallapithatovd valogyh a biofilm matrixot a szerek nem
tavolitottdk el. Az ismételt mikrobiologiai minté&zdk méar méasnap kimutattak étejtszamot, 15
nap elteltével pedig a biofilm ismét felépult, arKimllal megegyez él csiraszamot tapasztaltak.
Mas szakirodalmi adatok szintén arrdl tesznek t@&gadts hogyP. fluorescensL. monocytogeness

B. subtilisbiofilmet 12 %-os hipoklorit oldattal 30 perc dlatkertlt ugyan inaktivalni, azonban a
kezelés utan is kimutathaté volt a fellleten aalédix matrix. (Wirtanen et.al. 1992).

A Dbiofilm szerkezetét, annak emelkedett reziszt@gati figyelembe véve, a megfelel
fert tlenit szer kivalasztasaval, kulonbokémiai fert tlenit eljarasok kombinalasaval eredményes
biofilm inaktivalast érhetlink el. Szamos publikaeraliti az oxidaloszerek EPS polimerizald hatasa
miatti erélyes biofilm eltavolitd és fettenit hatasat, igy a perecetsav (Holah et al., 199 kty¥
klor (Kumar & Anand, 1998), illetve hidrogén perdXiChristensen, 1989; Juven & Pierson, 1996)

hasznéalataval eredményes biofilm inaktivalast vegdamk.

21



Ezust és réz egylttes alkalmazasa hatékonynakyhitanh t tornyok biofilm elleni védelmében
(Kim et al., 2004), azonban Silvestry-Rodrigez ésinkatarsai (2008) az ezist 100/|
koncentraciés koncentracidja esetében e tlertit eljards hatastalansagardl szamol be. Szintén a
kulénbdz hatbéanyagok kombinaciojara j0 példa Oh és Marg(i#lb5) kdzleménye, melyben a
monolaurin szerves savakkal kombinalt alkalmazdsszémolnak be. Wirtanen és munkatarsai
(1996) pedig a kelatképkkel, (EDTA) kombindlt Iugos tisztitoszerek biofilneltavolito
hatékonysagat mutattak ki. A tisztitd hatdssakisdelkez fert tlenit szerekben segédanyagként
gyakran alkalmaznak fellletaktiv vegylleteket. @®oés Jacobs (2001) a kulonbdeliletaktiv
szerek biofilm eltavolité hatdséat vizsgalva a nemos fellletaktiv szert jelergen hatasosabbnak
talalta az anionoshoz képest. Karpanen és munkat{2008), a klérhexidin diglukonéat
ill6olajokkal (teafaolajjal, eukaliptusz olajjal éshymollal) valé kombinacidjat vizsgalva
megallapitottdk, hogy a thymol és klorhexidin diginat biofilm inaktivalé hatasa egymassal
szinergizmust mutat, a kombin&cié hatékonysagansikgnsan nagyobb, mint az alkotoké
egymagukban.

Kulénds nehézségekkel kell megkiizdeni abban abeseha az élelmiszeripari Uzem szaméra
hasznos starterkulturakat megve kell a karos biofilmeket inaktivalni, eltavani. llyen esetben

a fert tlenit eljarasok szelektivithsa nem nélkulézhef Lactobacillusspp. ésStaphylococcus
carnosus mint hasznos mikrobiéta mellett, Rseudomonas fluorescens, Pseudomonas peésda
Listeria monocytogenedbiofilmek inaktivalasat tzték célul Ammor és munkatarsai (2004).
Kisérleteikben megallapitottdk, hogy a kulonhbaz élelmiszeriparban hasznélatos fehit
eljarasok kozul a leginkdbb szeletivnek, de k&lppen hatékonynak a monolaurin (0.075% w/v )
ecetsavval kombinalt oldata (pH 4,5) bizonyult.

Biofilm inaktivalas biolégiailag aktiv szerekkel

Johansen és munkatarsai (1997) vizsgalatai arraatnalt, hogy a biofilmek eltavolitdsdban
segitségre lehetnek bizonyos enzimek. A glukézaxidaktoperoxidaz kombinacié baktericid
hatdsa megfelelvolt S. aureus, S. epidermidis, S. mutans, Ps. fluonssdes. aeruginosa, A.
viscosus, F. nucleaturhiofiimek ellen, a fellletrd valé eltavolitAs azonban nem jart sikerrel.
Poliszacharid-hidrolizalé enzimek keverékével atéottak a mikrobakat a feltlet; de nem volt
szignifikAns baktericid hatas. Az emlitett enzimegylttes hasznalataval teljes mikrobadéls
biofilm eltavolité hatast detektaltak.

A tejsavbaktériumok altal termelt nisin alkalmaz&sayithet megekni a biofilmek kialakulasét.
Fellletre adszorbealt nisin csokkentette. anonocytogeneksontaminéciét (Daeschel et al., 1992).
A bakteriocinek élelmiszeripari csomagol6anyagold wikeres alkalmazasarél szamolnak be Ming

és munkatarsai (1997).
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Biofilm inaktivalas fizikai médszerekkel

Jelenik-Nikolics és Lévai (2000) valamint Jelenik«dics (2001) a biofilm eltavolitas fizikai
modszereirl szamolnak be. J6 eredményekkel alkalmazhat6 damékus biofilm eltavolitads, mely
soran a biofilmmel ferizétt cs vezetéken rugalmas szivacslabdakat pumpalnak ét.Kédingtetett
rendszerekben a folyadékaram nyirderejét haszmsikha biofilm inaktivalasara. A biofilm
magas viztartalma a fagyasztdsos technikat is led@eteszi, mely sordn lassu fagyasztassal
nagymeéret jégkristalyok keletkeznek. Felolvasztas utan dilbioteljes eltavolitasa is lehetséges.
Okuno és mukatéarsai (1993) valamint Pothakamunydskatarsai (1993) a szuper ®magneses
teret alkalmaztak sikeresen biofilmek inaktivalaséh pulzald elektromos tér alkalmazasardl is
sikeres kisérletek szamolnak be (Hamilton & Saf§71 Castro et al., 1993; Pothakamury et al.,
1993).

Kombinalt biofilm inaktivalasi médszerek

A biofilm inaktivaldsa leghatékonyabban a felsorolbdszerek kombinécidjaval lehetséges. A
feliletr | eltavolitott sejtek kémiai szerekkel szembeniiggenciaja jelentsen kisebb, mint a
biofilmet alkot6ké. Igy nagy jelenséggel bir a mechanikus tisztitassal kombinalt fleriités
(Blenkisopp & Costerto, 1991; Brackett, 1992; Whea & Mattila-Sandholm, 1993; 1994).

A monolaurint nagy hatékonysaggal kombinalta 5 @ee5 C-os Fkezeléssel. monocytogenes
biofilm eltavolitAsra Oh és Marshall (1995). Hagam, Antoniou és Frank (2005) sikeresen
hasznélta a tkezeléssel kombinalt lugos tisztitdszerekkel vaiztitdst Pseudomonas putida

biofilm eltavolitasara rozsdamentes acél fellletr

3.2.4.4. A biofilmek kialakulasanak megelzése

A kialakult biofilmek inaktivalasa mellett nem szabmegfeledkezniink a megeés fontossagérol.
Az lzem illetve a technoldgia tervezésekor szemtt ekell tartani, hogy a biofiimek a
legkdnnyebben azokon a helyeken alakul ki, melymsktitAsa nehéz vagy egyaltalan nem
megoldott, zart csrezetékek esetén a démjlatok, holtdgak a hegesztési fellletek szamktana
rizikds helynek. Szintén kdnnyen kialakul biofilmhacserél k, membransz k, szelepek feluletén.

A cs vezetékek, berendezések anyaganak kivalasztasakem seltt kell tartani azok
fert tlenithet ségét, mechanikus tisztitassal, magasveh szembeni ellendllé képességet.
Kilonb6z , az élelmiszeriparban hasznalatos fellletek tietbsdgarél szamos irodalmi
publikacio talalhatd. Krysinski és munkatarsai (28 rozsdamentes acél fellilet tisztithatdsagat és
fert tlenithet ségét szignifikansan jobbnak talélta a poliésitetve poliészter/poliuretan felllettel
0sszehasonlitva. Mas publikacio (LeClercq-Perldtatande, 1994) U allapotl rozsdamentes acél,
polivinil, nylon és lveg feluletek tisztithatosagalszignifikans eltérés nem tapasztalt, ugyanakkor
tobbszori mechanikus tisztitas utan a karcolédémsdamentes acél fellletnél volt a legenyhébb,
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igy itt is bebizonyosodott, hogy a tisztithatosagét az anyag rzi meg legtovabb. Jol
alkalmazhatok az élelmiszeriparban bizonyos, adrakhok megtapadasat gatld6 anyagok. Ronner
és Wong (1993) kulonbbzanyagbdl készilt feliletek baktericid hatasatgébga a Buna-n gumit
talaltak leghatékonyabbnak a biofilm képés megelzésére.. monocytogenessetében, azonban
az itt megtapadt sejtek ellendllébbnak bizonyuli@akfert tlenit szerekkel szemben, mint a
rozsdamentes acél fellleten kialakult biofilm.

A kémiai tisztito illetve ferttlenit szerektl az azoknak nem ellenallé fellleteken korrozié
alakulhat ki, melyek egyarant csokkentik a féenités hatékonysagat, mi tobb idedlis fellletet
nydjtanak a biofilmek kialakulasanak (Dunsmore &t 4981). A bels felluletek rendszeres
ellen rzése, karbantartdsa segithet a fellletek simaakgdaregrzésében. A legkisebb fellleti
érdesseg, korrdzio, lerakodéas, hegesztési felldgtedensége egyarant a biofilmek kialakulasahoz
vezethet.

Jol m kdd lUzemekben a rendszeres tisztitas éstferités, karbantartas bir nagy jelesgéiggel.
Fontos a megfelel fert tlenit szer kivalasztasa is. Kool és munkatarsai (1999okamialis
legionell6zis elfordulasat vizsgalva aktiv klorral illetve monolddninnal ferttlenitett
vizrendszereket nkodtet korhdzakban arra a kovetkeztetésre jutott, hogyegionelldzis
szignifikAnsan gyakrabban fordult ehz aktiv klorral ferttlenitett vizrendszerekkel rendelkez
kérhadzakban. Ezek a statisztikai eredmények argedirek kovetkeztetni, hogy a monokl6ramin
hatasosabb &egionella biofilm elleni megelz fert tlenitésben. Hasonlé eredményekre jutott
Momba és Binda (2002). Az aktiv kl6r és monoklénakdmbinaciéjaval alkalmazott fettenitést
kovet en a biofilm Ujraépllését a fenntartd jelleggeB50mg | -1 koncentracidban jelen Ilév
monokléramin megakadéalyozta mind rozsdamentes, matdanizalt acél fellleten, mig az aktiv
klér erre nem volt képes.

A kémiai szerekkel szemben kialakul6 rezisztendmakulasanak valdsziségét csokkenti a
fert tlenit szerek meghatérozott rendszer szerinti rotaladsadémiellett a mechanikus tisztitas

szilkségességét nem lehet elégszer hangsulyozni.
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3.3. A penészgombak jelentsége palackozott forras- €s asvanyviz dllitasa soran

A szakirodalmi attekintésem e fejezetében a pemdskgk ivoviz ellatdé rendszerekben illetve
palackozott ivovizekben vald dbrdulasarél, potencialis patogenitasukrol megjefaurblikaciokat
igyekszem dsszegezni, kiemelve a penészgombdk tjeémyét a palackozott forras- és
asvanyvizgyartas szempontjabaol.

A penészgombak ivovizekben vald jelenlétével azidtiravtized eltt igen csekély szakirodalmi
publikacié foglalkozott. Napjainkban megfigyelhghogy az élelmiszer mikrobiologia figyelme e
téma felé is kezd fordulni, bar az ez irany( sAdéedk szama még mindig igen csekély. Az ivoviz
mikrobiolégiajaval foglalkozé szakirodalomban rélat kis érdekldés oka az, hogy a
penészgombdk egészségkarositdé hatdsa ellentétbgit Bmert és sokat vizsgélt patogén
baktériumokéval, vagy virusokéval altalaban nemrjtdezik azonnal, és nem mutat akut tineteket.
Ugyanakkor vannak publikaciok, amelyek beszamol@akpenészgombak allergias, kronikus
patogén, hatasarodl is (Hageskal et al., 2009; Denet al., 2006; Jaakkola et al., 2002; Lugauskas
et al., 2004; Schwab & Straus, 2004). A penészganibavetlen patogenitasa mellett egy masik,
az élelmiszeripar egyéb terlletein gyakran vizsdéltilet a mikotoxinok termetlése. A
kézelmultig nem volt fellelhet publikacio, amely a penészgobak ivévizben val6 atoikin
termel dését bizonyitotta volna. A legujabb publikaciolomzan méar kimutattak a mikotoxinok
vizben vald termebésének leheségét is (Criado et al., 2005; Paterson et al.,19Qi&sel &
Patterson 2007).

3.3.1. A penészgombak elfordulasa és jelentsége a vezetékes ivoviz ellatoé rendszerekben

A fonalas illetve sarjadz6 gombak felszini, illetéelszin alatti vizekben val6é dbrdulaséarol
szakirodalmi publikaciék szamolnak be, a szkrazonban mindenesetben kiemelik, hogy szamuk
igen csekély, nagysagrendekkel elmarad az ugyannmyezetben kimutathatd baktériumokétdl
(Leclerc & Moreau, 2002). Bar bizonyos gombak réskdehetnek a vizes kdzegek természetes
mikrobiotajanak, azonban jelest hanyaduk a szarazféldi kornyezethez adaptaléday,
leggyakrabban szerves anyagokbol, foldiés a levegb | mutathatdk ki. E gombafajok szadmos
alkalommal épp uUgy kimutathaték, mind a vezetékesid a palackozott ivovizekben, de
jelenlétik mindenképpen kornyezeti kontaminacided (Hageskal et al., 2009).

Frankova és Horecka (1995) mérései alapjan, sziavéltvizek és vezetékes vizhal6zatbdl vett
mintak 44 %-ban volt kimutathat@ladosporium30%-banPenicillium és 4,5%-barAlternaria
nemzetségekbe tartoz6 fajok. Nagy és Olson 1982nihien, vezetékes ivoviz haldzatbdl vett
mintaik 28%-abarPenicillium, 2,5 %-abarlternaria nemzettségbe tartoz6 fajokat identifikaltak.

Hinzelin és Block (1985) szintén vezetékes ivovaibhatbarPenicilliumfajok jelenlétét igazolta a
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mintaik 23%-abanCladosporiumfajokat pedig a mintak 4,6%-4ban. Hasonl6an, |ekgissoviz
rendszerbl identifikalt fonalasgombakrél szamol be szamos sZerz is (Goncalves et al., 2006;
Gottlich et al 2002; Hageskal et al., 2006; 200002, Lahti, 1993; Kanzler et al., 2007; Niemi et
al.,, 1982). Hageskal és munkatarsai (2009) altaleglett statisztikai elemzés szerint a
penészgombak dobrdulasa az ivivizekben igen valtoz6 mértédiehet. A vizsgalt mintaknak
olykor mindéssze a 7,5 szazaléka mutatott poztsvjitde esetenként ez az arany elérte az akar a
89%-ot is. Az is kimutathatd, hogy a felszini vizdet ivévizekben haromszoros gyakorisaggal
fordul el penészgomba a felszin alatti forrassal rendeld®z képest. Szintén gyakoribb az
el forduldsuk a hideg, mint a meleg vizrendszerekben.

A vizellaté rendszerekb izolalt penészgombék kozott fakultativ patogénpitogének illetve
allergén fajok is effordulnak, melyek immunszupresszalt betegeknél asilynegbetegedést
okozhatnak. Az osl6i egyetemi kdrhazban a vezetgkaendszer csapjaibdl vett mintak 49 %-a
pozitiv volt A. fumigatusfajra. (Warris et al., 2001). Anaissie és munkatiaf@002), valamint
Warris és munkatarsai (2001) kimutattak, hogy ah&dr mosdokban, tusolds utadn vett
leveg mintaban mind aFusarium spp. mind azAspergillus spp. koncentrcidja jelergen
emelkedett. Szintén kérhazi vizvezetékekberfoelluld penészgombak jelesggére hivjak fel a
figyelmet mas szerk (Arvanitidou et al., 1999; Anaissie et al., 20@D03; Arvanitidou et al.,
2000; Hapcigolu et al., 2005; Panagopoulou e2802; Pires-Goncalves et al., 2008; Watrris et al.,
2002). Mindezek az eredmények arra engednek kéxtetke, hogy a korhazi vizellaté rendszerek
nagy szerepet jatszhatnak a nozokémialis gombésxések terjedésében. (Hageskal et al., 2009).
Hasonlé korilmények kozoétt a patogének mellettrgdle fonalasgombak, Ugymimtspergillus
fumigatus, Mucor spp., Absidia, Penicillium, Cladosporium, Trichodermaridae okozhat

b rirritaciét, allergids asztmat illetve hiperszefzitid gyulladast (Hageskal et al., 2006; 2009;
Denning et al., 2006; Jaakkola et al., 2002; Lugasiset al., 2004; Schwab & Straus 2004). A
felsorolt szdmos szakirodalmi hivatkozds mindegyikefonalasgombak patogenitasat illetve
allergizal6 hatasat a trel valé kozvetlen taladlkozasra illetve a fexttt aeroszol cseppek valamint
a penészgomba sporéinak belélegzésére vezeti vidsmezek mellett meg kell emliteni, hogy bar
nem talalhaté egyértelmszakirodalmi adat a fonalasgombak allergizalé d&th a fertzott
ivovizzel val6 elfogyasztas utan, ez a rizik6 faldem zarhato ki (Hageskal et al., 2009).

Az ivévizben jelenlév fonalasgombak az egészségkarositd hatds mellettéaiz érzékszervi
karositasat is okozhatjak. Montiel (1999) és mudtsati valamint Nystrom és munkatarsai (1992)
publikacioikban kulon kiemelik a penészgombak izdeigyakorolt karos érzékszervi hatasat.
Mindezeket figyelembe véve igen fontos szempongyhamvezetékes ivovizellatas céljat szolgalo a
vizkezelés sordn az alkalmazott fdenit eljarasok a penészgombdék ellen is hatékonyak tegkye

A rutinszer en alkalmazott kl6r azonban nem latszik megfelek ebbl a szempontbdl, hiszen a
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szakirodalmi adatok egyértelmn rdmutatnak arra, ho@adosporium Penicillium ésAlternaria
fajok gyakran kimutathatéak a klorozott vezetékésbu. A klor-dioxin illetve ézonkezelés
azonban hatasosnak bizonyul (Hageskal et al., 2@08yintén gyakran alkalmazott UV kezelést
egyes szakirodalmi utalasok hatasosnak tartjak Zk€aret al., 2007), mig mas szekzszerint az
UV sugarzassal szemben a nagy pigment tartalmulspgambak rezisztenciat mutathatnak
(Hageskal et al., 2009; Riberio et al., 2006). AHézi vizellatd rendszerek intézményen beldli
fert tlenitésére a réz illetve ezist ionok alkalmazgsétsolja Pedro-Botet €s munkatarsai (2007),
mig Hageskal és munkatarsai a felhasznélads helyéént sz rést tartja hatasosnak. Riberio és
munkatarsai (2006) publikaciéjukban arrél szadmolbal hogy a 0,4 m pérusatméj szr a
penészgombdk ellen csak rovid ideig volt hatasasz Aés utan vett mintak arra utalnak, hogy azon
a micéliumok &tnhetnek és a tuloldalon is képesek sporulalni. Fontehdt a sz k

hatékonysaganak rendszeres elieése és azok sziikség szerinti cseréje.

3.3.2. A penészgombék elfordulasa és jelentsége a palackozott forrds- és asvanyvizekben

A penészgombék palackozott ivovizben valdaidulasardl kevés szakirodalmi adat lelhésl. A
szabad szemmel is lathaté penészfonalak esetenkdptiléte a kereskedelemben kaphat6
palackozott ivévizekben azonban egyértelén teszi a fonalasgombak termékkarositdé hatdsat. E
termékek mikrobiol6gia vizsgalata soran az is kg Valt az élelmiszer mikrobiolégusok
szamara, hogy a palackozott ivovizekberfadulé termékkarosité penészek patogének, fakultat
patogének illetve mikotoxin termed is lehetnek. Arra is fellelhek szakirodalmi adatok, hogy a
szemmel nem észlelhetermékkarositas esetén isferdulnak fonalasgombak mind a palackozott

forrds- és asvanyvizekben mind a vizkezelésentagackozott ivdvizekben is.

3.3.2.1. Penészgombdk a palackozott forras- és asydizekben

Cabral és munkatérsai (2002) tobb lépésben, 63szE2@ palack szénsavmentes asvanyvizet
vizsgaltak, melyek egy részében szemmel lathatélimia ndvekedés volt tapasztalhatd. Azokban
a palackokban, melyekben szabad szemmel lathatp telutatkozott, a mintdk 50 %-ban volt
kimutathat6 Cladosporium cladosporoides}6%-ban Penicillium spp. és 21%-barAlternaria
alternata A palack falara tapado teleglkizarélagCladosporium cladosporoideslt kimutathato,

a tobbi fajra a szabadon lebedelh szer képlet volt a jellemz A szabad szemmel lathaté penész
telepet nem tartalmazé mintdknal az arany hasoolty & mintak 33-46%-4abaRenicillium 17-
32%-banCladosporiumvolt kimutathaté. A kimutathaté penészgomba szaeglep en kicsinek
bizonyult, a legnagyobb érték a 70 TKE/100 ml v&étz az eredmény is tukrozi azt a jol ismert
tényt, hogy a kimutathaté penész szam nincsen miedetben korreldcioban a termékkéarositas

mértékével (Hageskal et al., 2009). Cabral és nmtangai (2002) fent részletezett eredményeihez
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igen hasonlé tapasztalatokrol szdmolnak be Fujik@samunkatarsai (1997), akik Tokidban
kaphatd palackozott &svanyvizet vizsgalva a legollgyszambarPenicillium-ot, majd sorrendben

Acremoniurrot ésCladosporiurrot izolaltak.

3.3.2.2. Laboratoriumi korulmények kodzott beoltott penészgombak tulélése, szaporodasa a
palackozott forras- és dsvanyvizekben
A kereskedelemben kaphatd palackozott forras-védledsvanyvizben valé penészek szamszer
meghatédrozasa és identifikdlasa mellett a labdehdrkorilmények kodzott beoltott penészek
tulélésének vizsgalatara is fellelhletszakirodalmi publikacidk. Fujikawa és munkatar€Ed99)
olyan Penicillium spp ésCladosporium spp. torzseket hasznaltak fel kisérleteikben, aiely
korabban szemmel lathat6 telepet képeztek kerelmblen kaphaté palackozott dsvanyvizben.
Kisérleteik sordn a penészgombékat sterilretsiletve nem sterilezett, szénsavmentes asvaeyvi
tartalmazo palackokba oltotta. Eredményeik az dutwcmikrobiota penész gatlé hatadséarol tesznek
tanubizonysagot. A nem sterilezett palackokba ftehészek ugyanis nem mutattak sem telepszam
novekedést, sem szemmel lathaté micéliumképzéstiachpkban. Ezzel szemben a beoltéadt el
sterilre szrt asvanyvizet tartalmazé mintakban mind szemnibbl& micélium képzalés, mind él
penészszam ndvekedést tapasztaltak.
Criado és munkatarsai (2003) a PET palackokbdldkidd szerves anyagok szénsavmentes
asvanyvizet tartalmazo palackokba olt&tt citricum, A. alternata illetve C. cladosporioides
szemmel lathatd micéliumképzésére gyakorolt hathssrdmolnak be. A palackok egy részét
el inkubaltdk, azaz 5 honapon keresztll taroltak,dggkben az asvanyvizekben megnovekedett a
PET palackbdl kioldodott szerves anyag. A beoltast @l tarolt palackokban a penészgombéak
kordbban képeztek szabad szemmel lathaté micéliatnakint a beoltds ett nem téarolt
palackokba oltott penészek.
Az emlitett kisérleti eredmények ismét ravildgitanaz autochton mikrobiéta jelerstegére,
masrészt felhivijdk a figyelmet a csomagoléanyag v@legztasanak fontossagara, valamint a

tarolasi id csokkentésének jelerstegére.
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3.3.2.3. A palackozott forras- és asvanyvizekben é&brdulé penészgombdk patogenitasa,
mikotoxin termelése vizben
Szamos alkalommal izolaltak olyaAspergillus és Penicillium fajt a palackozott forrds- és
asvanyvizekbl, melyekr| régéta kozismert, hogy megfelelkkoérilmények kodzott mikotoxint
képesek termelni élelmiszerekben. Arrél is beszaaiol szakirodalmi publikaciok, hogy a
penészgombék ndvekedése ill. szaporodasa és aoxiikok termel dése nem feltétlen jar egyditt,
mivel ez utébbihoz gyakran specidlisabb kérulméngelikségesek. (Egmond & Speijers, 1999).
Talan éppen ezeken az elméleteken alapult az @aréds nézet, hogy béar toxintermelésre is képes
penészgombak id | id re kimutathatok az ivévizekben, forras- és asvarekilben, azok vizben
mikotoxint mégsem képesek termelni.
Mindezek ellenére fellelhetolyan szakirodalmi adat is, mely a mikotoxinoknet désérl szamol
be palackozott ivovizh illetve viztarold tartalyokbdl. Paterson és mudksai (1997 Aspergillus
flavus &ltal termelt aflatoxint mutattak ki hidegvizesdiétartalybol. Russel és Patterson (2007)
publikaciojukban kis mennyiségzearalenon termetiésérl szamol be ivévizbe oltotFusarium
graminearumesetében. Criado és munkatarsai (2005) p@digicillium citrinum fajjal beoltott
palackozott szénsavmentes asvanydisbhdnapos tarolasi idutan citrinint mutattak ki.
A fent emlitett szakirodalmi adatok mellett megllazhliteni, hogy a vizben termelt mikotoxinok
mennyisége altaldban kicsi, és az a kdzeg tern@sdetogva nagymértékben higul. A ferbtt
vizekkel valé akér kis mennyiségmikotoxin rendszeres fogyasztasa azonban hossmitav

mindenképpen egészségkarosito hatast érhet el.

3.3.2.4. Penészgombak altal okozott termékkarosit@spalackozott forras- és asvanyvizekben

A penészgombék Aaltal okozott legszembebb termékkarositds a palackozott forras- illetve
asvanyvizekben a szabad szemmel lathaté6 micéliuperfesztelep kialakulhat a csomagol6éanyag
falara tapadva, azaz a palack fellletén illetvdzhen lebeg, felh szer képletet is alkothat. Az
ilyen megjelenés termék a fentiekben részletezett potencidlis esfEgd@rositas veszélye mellett
er s viszolygast kelt a fogyasztéban és nagymértékbetja a marka irdnti bizalmat, igy a gyartod
szempontjabdl hosszl tava negativ hatdsa is vgen,lllathaté micéliumok képdésével jard
penészgombas termékkarositasrél szamolnak be Cablrainunkatarsai (2002), Fujikawa és
munkatarsai (1997).

A penészgombak masik, szinténgrérzékszervi termékkéarositasa, a vizualis meggslenellett a
kedveztlen aromaanyagok termelése. igy példaul ivovizrekgrolt kedveztlen hatasrol
szamolnak be Montiel és munkatarsai (1999) valamhipstorm és kollégai (1992). Bar e két
emlitett publikdciéban a penészgombak altal okodathos, fanyar, keserilletve ,sér iz’ a

vezetékes ivovizekben fordul elnem zarhatd ki a penészgombak ilyen irAnyl tekdndsitisa,
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ezzel a nemkivanatos izhiba megjelenése a palattkon@s- illetve dsvanyvizeknél sem. Kikuchi
€s munkatarsai (1981) valamint Mattheis és Rol{@a92) a fold-izért és szagért felelgeozmin
penészgombak Aaltali termelését talaltak igazoltnak. Szintén penészgombalsszavezethet
kulonbdz idegen szagokrdl szadmolnak be Ezeonu és munka(@®84) valamint. Kamiski és
munkatarsai (1974)

3.3.3. A penészgombak kimutatdsara €s mennyiségi meghat&dséra iranyuld6 modszerek és
azok korlatai
A penészgombdak élelmiszetbtértén kimutatasara, identifikaciojara hasznalatos madsdze
szamos kérdést vetnek fel.
A fonalasgombak kimutatasaval, szdmsgéésével kapcsolatos egyik legismertebb probléma a
hogy el fordulasuk a termékben soha nem homogén. A probféegoldasa a homogenizalas, mely
celbdl a folyékony kdzeg esetében srkeverést, illetve palackozott termékek esetéldamdst
alkalmazhatunk. Ezekkel a modszerekkel a fonalabgoei forduldsa ugyan joval homogénebb
lesz, de a micéliumok téredezése révén igy nagyeldpszamot kapunk. A homogén eloszlas
elérése utan a tradicionalis tenyésztéses moddszesknalata esetén membramézt, taptalaj
lemezontést illetve fellleti szélesztéses technikdbhasznalhatunk. Mindegyik esetben egyarant
felmerll a taptalaj illetve a tenyésztésinterséklet kérdése. Taptalajként a nagy tapanyagtart
Sabouraud dextr6z agart (Hapcigolu et al., 2008po8raud malt6z agart (Kanzler et al., 2007)
MEA agart, (Niemi et al., 1982) alkalmaznak, melyekn gatoljak a penészgombak névekedését.
Mas szerzk olyan taptalajt alkalmaznak, melyek a taptalgjprgan bendv penészek névekedés
géatldsaval a szamlalast segitik, igy példaul a HBpéerol tartalmi DG18 agart (Hageskal et al.,
2007) illetve a kisebb tapanyagtartalmi CMA/2 ag&dbncalves et al., 2006). A konvencionlis,
tenyésztésen alapulé modszerek kovetkistmeril kérdései az inkubacios imérséklet illetve
inkubacios id.
Az inkubacios id &altaldban hosszu, 120 6ra, mivel azonban szamoéspgomba hajlamos az
er telles ndvekedésre, ajanlatos a taptalajt 24 oOrénkdenrizni és a keletkezett telepeket
szamlalas utan eltavolitani, majd a taptalajt tbvillkubalni (Hageskal et al., 2009).
A h mérséklet megvéalasztasanal mindig tekintettel lastini a kimutatni kivant penészgomba
ndvekedési, ill. a sporulacios dptimimara, mely kiuléndsen fontos a faj sziidentifikalas esetén.
Mindemellett fontos megemliteni, hogy egyes perggskfnem sporulalnak, igy esetiikben a faj
szint meghatarozas morfolégiai moédszerrel nem lehets@yd3NS alapu molekularis technikak
alkalmazasa ezzel szemben nem igényel sporuldltédeél telepet sem, hasznélatuk jelesgn
gyorsitjia és pontositia az identifikalast, de nemabad megfeledkeznink azonban, hogy a

megbizhatdésaguk a felhasznalt adatbazis illetvea@nprecizitasatél figg.
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4. MODSZEREK

4.1. Pseudomonasirzsek altal képzett statikus biofilmek vizsgalaa vizszintes helyzet
rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feluleten

4.1.1. Mikroorganizmusok
A biofilm vizsgéalatainkhoz 2, a palackozott ivowZgtas soran jelens torzzsel dolgoztunk.
Pseudomonas stutzeZiC B 21: felszin alatti, élelmiszeripari viznydrelyr | izolalt torzs
Pseudomonas aeruginogd CC 9027 térzsgyiteményi torzs
A Pseudomonas aerugino$akultativ patogén, szakirodalmi adatok szerintakivbiofilm képz
tulajdonsaggal rendelkezik. Az asvanyviz nségi kovetelményeit tartalmaz6 65/2004. (IV. 27.)
FVM-ESzCsM-GKM egyittes rendelet alapjan természedevanyvizben, a forrasvizben, az
ivovizben, az 4svanyi anyaggal dusitott ivoviz zesitett viz 250 ml-ében nem lehet jelen. Ezzel
szemben &seudomonas stutzgdlenlétét a palackozott forras- és asvanyvizekdndent emlitett
rendelet nem tiltja, a viznyemhelyekben és az élelmiszeripari vizrendszerekbefordul. Egyes
szakirodalmi forrasok azonbanRseudomonas stutzeis fakultativ patogénként tartjdk szamon
(Kose et al., 2004; Lalucat et al., 2006; Lebovetzl.; 2001, Potvliege et al. 1987). Az 4ltalunk
felhaszndlt torzs egy élelmiszeripari katfarast édvels mikrobioldgiai monitor soran kerdilt
izolalasra. Az azonositdsa APl 20E valmint BBL @aysegitségével tortént, majd az itt kapott

eredményeket eredményt szekvenalassaltettik meg.

4.1.2. Pseudomonas torzsoldatok készitése

A Pseudomonas stutzellietve Pseudomonas aeruginos@rzseket els lépésben BHI ferde agarra
oltottam, 37 °C —on 24 6ran at inkubaltam, majddoidatot készitettem a kdvetkenddon: ferde
BHI agarokat tartalmazé cséveket 6 ml pepton higitéemostam, igy nagysagrendileg’ TKE/

ml s r ség torzsoldat készillt. A torzsoldat pontos sejtszaid@ma kamras szamlaldssal és

higitasi sor készitése utan lemezontéssel is eiktik.

4.1.3. Statikus biofilm képzés vizszintes fellleten, BHI&plevesben

A frissen elkészitett torzsoldatot 1000-szerestésgal BHI (MERCK 1.10493) taplevesbe oltottam
be, igy 18 TKE/ml kiindulasi telepszam koncentraciét kaptasejtkoncentracié ellemzése a
beoltott a tAplevesekbkésziilt 10-es higitasi sorral, TGE agarra vahddeontéssel tortént.

A statikus biofilm képzési kisérleteinknél a palepétt forrds- és asvanyviz gyartdsa soran

el fordulé biofilmeket modelleztiik, igy kisérleteinkeaz ipari gyakorlatban hasznalatos,
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gyogyszeripari minség rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) kupon feluletekeyezigik el. A 250 x
750 mm élhosszusagu rozsdamentes acéllemezekehaszeilas ett 24 6ran at Domestos
fert tlenit szerben val6 &ztatas utdn mechanikailag megtigatito Oblitettem majd

h |égsterilizatorban 180 °C-on sterileztem. A statikniofilm modellezéshez steril, 18 cm atmjér
Petri-csészékbe 10-10 db rozsdamentes acél leregaztem Ggy, hogy azok ne fedjék egymast,
majd a Petri csészékbe 200 ml beoltott BHI tapledesittem. A Petri-csészéket parafilm féliaval
lezartam és mozditas nélkil szobaiérsékleten taroltam (melléklet, 26. abra). A mésbett |
kezdve hetente 50 ml BHI tapleves hozzadadasavaltpit az elhasznalt tApanyagokat, igy idealis

kdrnyezetet biztositottam a biofilm névekedéshez

4.1.4. Statikus biofilm képzés vizszintes fellleteszénsavmentes asvanyvizben

Nem idealis kozegnek kereskedelmi forgalomban kiEpk®0 ml-es szénsavmentes asvanyviz
szolgalt. A palackokat 5-5 ml frissen készitett tllepszam g ség térzsoldattal oltottam be, igy
itt is 1P TKE/ml kiindulasi telepszam koncentraciot kaptansejtkoncentracio ellemzése a fent
leirtakhoz hasonléan, beoltott a palackokbdl késdill-es higitasi sorral, TGE agarral valo
lemezontéssel tortént.

Steril, 18 cm atméj Petricsészékbe 10-10 fent leirt modorkékzitett és sterilezett rozsdamentes
acéllemezt helyeztem, majd ezekre 200-200 ml be@dtvanyvizet dntdéttem (melléklet, 26. abra).
A lemezontéssel torténél telepszam meghatarozdsahoz itt is kisebb, 10 mB8b xmm-es
kuponokat hasznaltam. A Petri csészéket parafiliaval lezartam és mozditas nélkal
szobahmérsékleten taroltam. A masodik hétietente 50 ml asvanyviz hozzdadasaval pétoltam az

elhasznalt tApanyagokat.

4.1.5. Biofilmképzés nyomon kovetése akridin narancs festéel

Az akridin narancs a sejtekben 1éDNS-hez kotdik, és UV megvilagitas hatasara fluoreszkal.
Ezzel a festési eljarassal tehat a felllethezkosejteket tehetjuk lathatéva. Az akridin narancs
festés elnye, hogy a feluleten megtapadt sejteket kdzvetlerdjuk vizsgalni. Hatranya, hogy az
oreg biofilmeknél nehézséget okoz a festés kivdtede, egyrészt mivel a festékoldat a vastag
biofilm fels rétegét eltavolithatja, masrészt a minta igeralaszarad.

A festékoldat elkészitésekor 0,02 g akridin narafestéket 100 ml desztillalt vizben feloldottam,
azt ht szekrényben maximum 1 hétig taroltam. Festés sazaakridin narancs oldatot automata
pipettaval feleslegben felvittem a mintafellleteK2epercig allni hagytam, majd desztillalt vizzel

Oblitettem. A lemezeket 3T —on szaritottam, a mikroszkdpos vizsgalatigtbététartottam.
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4.1.6. A biofilm EPS kialakuldsanak mikroszképos nyomon kéetése FITC festéssel
Vizsgalataim soran szakirodalmi ajanlas (Strathmeainal, 2002, Wingender et al, 2001) nyoman
fluorescein isothiocyanat festékkel jeldlt Concaadam A lectinnel (Sigma, C7642-Concavalin A
type IV - a tovabbiakban FITC) dolgoztam. A porkaidestékbl foszfat pufferben (pH 7,5) valé
feloldassal 1mg/ml koncentraciéju torzsoldatot kietem, melyet fagyasztva taroltam. A
felhasznalaskor tovabbi 2 higitasi 1épésben értem H) g / ml felhasznélasi koncentraciot. A
festékoldatot automata pipettaval feleslegben ttelvi a mintafeltletekre és sotétben 30 perces
behatasi idt alkalmaztam. Ezutan a lemezeket desztillalt Vidbétettem és 37 °C —on széritottam.
A megfestett lemezeket a mikroszkdpos vizsgélatigtben tartottam.

A FITC festék mkodési elve azon alapul, hogy a Concavanalin Aifgdl kot dik az EPS-ben
talalhatd szénhidratokhoz (D-(+) glikéz, D-(+)mamnda hozz4 kotott fluorescein isothiocyanat
festék pedig UV fényben fluoreszkdl, igy ezzel stdssel epifluoreszcens mikroszkop segitségéevel

az EPS poliszacharid méatrixot tudjuk lathatéva tenn

4.1.7. Mikroszképos képanalizis

Mindkét altalam felhasznalt festék UV fényben fleszkal. A megfestett, megszaradt lemezeket
Olympus BH2 epifluoreszcens mikroszképpal 455 nmkdd valamint EY455 sz t hasznalva,
homogén immerzidval vizsgéaltam, 100-as nagyitas&@LBN APO UV objektivvel. Az elkésziilt
digitalis fényképeket szamitbgépen taroltam, majdistenzitas alapjan elemeztem.

A mikroszkopos képanalizis eredményeinek értékatsmindenképpen figyelembe kell venni azt
a tényt, hogy a rendelkezésemre all6 képalkotésasrdmélysegélessége megleben kicsi, igy a
vizsgalat soran a biofilmnek csak a legfetétegét vizsgalhattam, a haromdimenzios képalkatés

ez a rendszer alkalmatlan.

4.1.7.1. Mikroszképos képek archivalasa

A mikroszkophoz csatlakoztatott DP 10 digitélis yié@pez géppel készitettem képeket. A
megfestett lemezek véletlenszen kivalasztott pontjardl kiindulva két latbmeézobbra majd 1
latbmezt lefele haladva, lemezenként 12-12 képet késeitett

Mindkét alkalmazott festékkel 2-2 parhuzamos mifgdtettem meg, és minden egyes lemek?

képet készitettem, igy 6sszesen 24-24 kép késnitihwetelenként.

4.1.7.2 Képelemzeés
A digitalis fényképek elemzését dr. Gillay Zoltahakkidolgozott médszerrel végeztik el. Az

elkészitett képeketMathcad 2001 Professiongbrogrammal szamszesitettitk RGB rendszer
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alapjan. Akridin narancsos festés esetén a képek (R -red), FITC-vel vald festés esetén a képek
z6ld (G —green) intenzitdsa alapjan. A kapott akktt&PSSés Microsoft Excelprogramokkal
ertékeltem Ki.

4.1.8. A biofilmek altal ben tt feliletek fert tlenitése és a biofilmek eltavolitasa

4.1.8.1.Mikroorganizmusok
A biofilm inaktivalasi kisérletekhez ®seudomonas aeruginosaTCC 9027 tdrzsgyjtemeényi

torzset hasznéaltam fel.

4.1.8.2.Ferttlenit szerek

A felhaszndlt ferttlenit szereket Ugy valogattam ki, hogy azok reprezemté&ja élelmiszeripari
gépek és berendezések kornyezetének tisztitadeoe ifert tlenitésekor, valamint a fettenit
takaritasban hasznaltbdb hatéanyagokat. A felhaszndlt fdékenit szereket a 2. tdblazat 6sszegzi.
A fert tlenités modellezése soran a biofilmet tartalmaz§damentes acél (Wnr1.4301) lemezeket
a baktérium szuszpenziobol steril csipesszel vekieés helyeztem a felhasznélasi koncentraciora
higitott fert tlenit szer oldatba. A fertlenitést 30 percen &t szobamérsékleten, mechanikus
tisztitas nélkuli aztatassal modelleztem. A behaths elteltével a ferttlenit szerek inaktivalasa

céljabdl a rozsdamentes acél lemezeket steril hidgettem.
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2. tAblazat: A biofilm inaktivalasi kisérletekhestfasznalt ferttlenit szerek 6sszefoglalasa

Felhasznalt
Fert tlenit szer hatéanyag segédanyagok
koncentracio

Dimetilbenzil-kokuszzsir- o
_ _ . Propan diol,
_ _ alkil-ammonium Klorid, _ )
Biguanid Flache A 2-(2-Butoxietoxi)etanol, 1%
Kbékusz-propilén-diamin- .
o ) Alkohol-etoxilat
guanidinacetat

Glioxal, Dimetilbenzil-

Descosal kokuszzsir-alkil-ammonium Alkohol-etoxilat 1%
klorid
DisquatL Quaterner ammonium klorid 1%

oo ) Nem ionos tenzid,
Domestos Natrium-hypoklorit ) _ _ 2%
Natrium-hidroxid
Innofluid TF

Klor

Natrium-hypoklorit Kalium-hidroxid 2 %

4.1.9. A biofilmet alkoto sejtek tulélésénekvizsgélata
A biofilm eltavolitasi kisérleteimben a fellleteregtapadt sejtek tulélésének nyomon kdvetésére 3
kulonbdz mdbdszert alkalmaztam. A klasszikus telepszamidédszerét kiegészitettem a taptalaj
impedimetridjanak véltozdsan alapul6 RABIT bereédsel végzett vizsgalatokkal valamint a
feliletek festés utani direkt mikroszképos vizst@lal. A biofilm kialakulasat vizsgald
kisérleteimmel szemben az inaktivalasi kisérleteiars az EPS jelenlétét nem vizsgéltam, igy

kizar6lag az akridin narancs festést hasznaltam.

4.1.9.1. Telepszam meghatarozas lemezontéssel

A lemezontéssel tortérél telepszam meghatarozasrmfte a relativ olcso volta, hiszen kulénleges
berendezeést, nszert nem igényel. Biofilmek (kilonésen oregebbfilmieek) esetében azonban
nehézségek adédhatnak, mivel a sejteket nehézakuwgonrol levalasztani.

A lemezontéssel torténtelepszdm meghatarozasdhoz a 10 mm x 35 mm-esaggkuponokat
hasznéaltam. A Petri csészélsteril csipesszel kivett lemezeket 2% Tween 8kiegészitett higitd
folyadékot tartalmazé kémdase helyeztem és 2 percig vortexeltem. Ezt kémetdecimalis higitasi

sort készitettem és 1-1 ml-t Ures Petri csészgimttprtam majd a mintdkra megkodzeaég 20 ml,
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50 C-os TGE téptalajt ontottem és azt a mintdwadtdsan elkevertem. A kilt taptalajokat a

kiértékelésig megforditott allapotban 37 °C-on Eéndat inkubaltam.

4.1.9.2.A biofilmet alkot6 sejtek aktivitasanak nyeon kovetése RABIT készulékkel

A RABIT berendezéssel torténvizsgalat elnye, hogy a kuponokat kdzvetlendl tudjuk
felhasznalni, igy a sejtek fellletitértén levalasztdsanak hibalehsége elhanyagolhato.

A vizsgéalathoz a lemezontéssel vald 6sszehasotd@ag érdekében szintén 10 mm x 35 mm-es kis
rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) kuponokat hasznaltanfellleteket a Petri csészdbsteril
csipesszel kivettem és kozvetlenll azkeébzitett, 4.5 ml DonWhitley taptalajt (Don Whitley
Scientific Ltd., Shipley, UK) tartalmazo steril RABcsdvekbe helyeztem. Mindk@seudomonas
torzsnél 37 C-os, 48 o6ras inkubalast, direkt mém®dszert hasznaltam. A direkt mérési
modszernél a detekcids idTime To Detection — kébbiekben TTD) mutatja azt az igl ami alatt

a taptalaj vezeképességének valtozasasdor eléri vagy meghaladja az S/min-t. Tehat minél
kisebb a TTD, annal nagyobb a mintaban taldlhat&&tszam. Amennyiben a TTD >48 h, ugy él

sejt nem volt kimutathato.

4.1.9.3.Mikroszkopos vizsgélat (akridin narancs fdgs), digitélis képalkotas, archivalas
Steril vizes oblitést koveen a 4.1.5. fejezetben részletezett médon akrigiants oldattal 2 perces
festést alkalmaztam, majd a lemezekeP@7on szaritottam, a mikroszképos vizsgalatigtbéte

tartottam.

4.1.10. Mikroszkopos képanalizis
A mikroszképos fényképeket a 4.1.7. fejezetbenleészett mddon készitettem és elemeztem.

4.2. Penészgombak szemmel lathatd termékkarositasdnak zsgalata kulonboz,

kereskedelemben kaphat6 palackozott forras- és aswavizekben

4.2.1. Vizsgalt palackozott forras- és asvanyvizek

A minta matrix dsszeallitasanal szemtetartottuk a palackozott forras- és asvanyvimtkskala
eurdpai sokszirségét. Ezek alapjan a termékeket Eurdpa 4 kilonbiszagabdl gyjtottik dssze,
igy 4 gyartolizem dsszesen 12 kilonhdzkereskedelemben kaphat6 palackozott ivovizétuk
be a kisérletinkbe. Mintdink kodzott egyarant szelrepsvanyviz és forrasviz kilonboz
csomagoléanyagban, udagymint PET- illetve Uvegpalaék. termékek asvanyi anyag- és

szénsavtartalma is kulénb6zAmennyiben egy adott terméknél kereskedelembérhet volt
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tobbféle kiszerelés, Uugy a csomagoléanyag maxinfajlagos fellletének elérése érdekében a

legkisebb térfogatut igyekeztliink beszerezni. A gdis palackozott forrds- és asvanyvizeket

Osszefoglalva a 3. tablazat szemlélteti.

3. tablazat: A kisérleteinkhez felhasznalt palackioasvany- és forrasvizek dsszefoglalasa

) ) Atlagos ) o

|| Térfogat, | Atlagos . Szén- Asvanyi o
Asvanyviz i oxigen o Min ség
_ csomagolé-| oldott dioxid anyag o
illetve o tartalom a pH | meg rzési

o anyag oxigén o tartalom | tartalom _ i
Forrasviz gaztérben id (hét)
(ppm) CID) (mg/l)
(mg/l)

FV1 500 ml PET| 3,615 16,830 0 376,6 7,74 52
FVv2 500 ml PET| 3,187 23,883 0 369,0 7,03 52
AV3 500 ml PET| 2,377 12,663 0 1870, 7,87 52
AV4 500 ml PET| 2,820 6,177* 0 644,5 7,35 52
AV5 500 ml PET| 0,747 6,013* 0 627,0 7,49 52

AV6 330 ml Gveg| 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
FVv8 500 ml PET| 2,023 4,100 6,0 369,0 6,00 26
FV9 500 ml PET| 2,417 5,243 4,4 376,6 5,60 26
AV10 500 ml PET| 1,783 7,093 52 1870,( 5,32 26
AV11 500 ml PET| 2,297 3,667 6,0 1945,5% 5,78 26

1500 ml
AV12 2,803 4,900 4,0 627,0 5.30 26
PET
FV=forrasviz;  AV= asvanyviz * nitrogénparmdkalmazé toltés technologia

4.2.2. Oldott oxigén vizsgélat

Az oldott oxigén meghatarozasat ORBISPHERE 362%rmmzéssel végeztik. A berendezés
analizatora a lumineszcencia elvénkidik. A szenzor az aktiv lumineszcens pontot kéinfel
gerjeszti, majd a keletkezv6rés lumineszcens fényt méri a detektor. Oxigdanjétében a voros
fény utanvilagitasi ideje megvaltozik. Kalibracidgorbe alapjan az utanvilagitasi
meghatérozhat6 az oxigén parcialis nyomasa.

Oxigén szenzor©?2 Electrochemical Sensor, 2956A membrannal

Az elektronikus oxigén szenzort a lezart palackarfplyadékszint felett atszurva kozvetlenil a
gaztérbl mérhet az oxigén tartalom. A szenzort a folyadékszint leddyezve az oldott oxigén
mérhet.
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4.2.3. A termékmintak beoltdsdhoz hasznalt penészgombék
A kisérleteinkhez kizarélag olyan penészgombakaizig@tunk fel, melyeket az azt megel 2
évben a kereskedelemben kaphatd palackozott foémsasvanyvizekb izolaltunk, fliggetlenul
attol, hogy az adott izolatum az eredeti terméldmmmel lathatd termékkarositast okozott-e.
A vizsgélatokba bevont penészgombak tehat az alkhioiltak:
F. oxysporumCC F 36: forrasvizd izolalt — a forrastermékben szemmel lathat6
termékkarositast nem észleltiink
C. cladosporoidesCC F 50: &svanyvizlh izolalt - a forrastermékben szemmel lathato
romlast okozott
P. chrysogenuICAIM F 00837 &svanyvizbl izolalt - a forrastermékben szemmel lathato
romlast okozott
A. fumigatusNCAIM F 00673 &svanyvizbl izolalt — a forrAdstermékben szemmel lathato

termékkarositast nem észleltiink

4.2.4. Penészgombak szaporitasa

A beoltashoz hasznélt penészgombékat Malt Extragar&n szaporitottuk. (MEA; Merck
1.05398). AC. cladosporoide€C F 50 valamint &. chrysogenurNCAIM F 00837esetéber25
°C-0s, aF. oxysporumCC F 36 esetében. 28°C-os, Az fumigatusNCAIM F 00673 esetében

37°C-o0s, inkubalasi mérsékletet hasznaltunk.

4.2.5. A beoltdshoz felhasznalt konidium begyjtése

A beoltashoz felhasznalt konidium szuszpenziéilétasahoz a penészgombéakat Roux-palackban
lév  MEA agarra oltottuk at. Mintdnként 2 parhuzamosuRpalackot hasznéltunk. AC.
cladosporoide€C F 50 valamint . chrysogenuCAIM F 00837 esetébe25 °C-os inkubalasi

h mérsékletet, mig &. oxysporunCC F 36 esetében 28°C-ot, Az fumigatusNCAIM F 00673
torzsnél 37°C-ot hasznaltunk. Az inkubéaciés egységesen 5 nap vol konidiumokat steril
vizben, illetve aA. fumigatudNCAIM F 00673 esetében 0.1%-0s “TWEEN 80” oldatioddottuk

fel, illetve higitottuk a kivant koncentracidra. Ronidium koncentraciét Buerker kamra

segitségével ellemiztik.

4.2.6. A vizsgalt palackozott forras- és asvanyvizek penégombakkal val6 beoltasa
A palackozott forrds- és asvanyvizmintakat az aléébs koncentraciora allitottuk be:
<10 konidium /100 ml termék
~10-50 konidium /100 ml termék
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~100-500 konidium /100 ml termék

A beoltas pontos koncentraciéjat membranégsel ellenriztik.

4.2.6.1. Kiléonb6z koncentracidju beoltasi szuszpenziok készitése
A beoltdsokhoz 3 kuldnb6zkoncentraciéju, egyenként 200-200 ml-es torzsoldkészitettiink,

melyek felhasznalasat a 4. tablazat részletezi:

4. tablazat: A kilonbdz koncentraciéju penészgomba konidium tdrzsoldatlkakznélasa a
termékmintak beoltasahoz.

Torzsoldat Beoltashoz Beoltott termék Konidium koncentracio a
koncentracioja felhasznalt térfogat térfogata termékben
8n 330 ml
~3.0x1¢ .
10 500 ml 10 konidium /100 ml
konidium/ml
30n 1500 ml
8n 330 ml
~2.0x 10 .
10 500 ml ~10-50 konidium /100 m
konidium/ml |
30n 1500 ml
8n 330 ml
~2.0x16 ~100-500 konfidium /104
10m 500 ml
konidium/ml ml
30n 1500 ml

4.2.6.2. A termékminték beoltasa
A vizualis nyomon kovetés valamint a tuléltelepszdm meghatarozasa céljabdl készitett
termékmintak beoltdsa egy ilgen, koncentracionként azonos tdrzsoldatbol tart&n830 ml-es
termékminték esetén, annak érdekében, hogy aé&isédére is megfelemennyiség minta alljon
rendelkezésre a tulél telepszdm meghatarozasahoz, dupla darabszammajoztoik.
Osszességében az aldbbi mennyigégmékminta kertlt beoltasra:
Vizualis nyomon kovetés céljara: 3 parallel palpanészgombéanként és vizmintankkeént,
O0sszességeberd32 palack(4 kulonbdz penészgomba torzs x 12 féle termékminta x 3
parallel x 3 koncentracio)
Tulél telepszam meghatarozasara: mivel a szénsavas kekmesetén minden egyes
telepszadm meghatarozashoz kilon palackra volt égiikgy a beoltott minta mennyiség a

kovetkez képpen alakult:
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0 Szénsavavizmintdk:648 palack(4 kuldonb6z penészgomba tdrzs x 3 koncentracio
X 6 féle termékminta x 9 palack a telepszam megbzéd kilonbodzid pontjaira —
0,1.,2,3,4,6.,8.,10., 12. hét)

0 Szénsavmentesvizmintak: 84 palack (4 kilonbdz penészgomba térzs x 3
koncentracio x 6 féle termékminta + 12 extra miateD.33 ml —es kiszerelés

esetében)
Kisérleteinkhez tehdisszesen 1164 db palakériilt beoltasra.

4.2.7. A beoltott palackozott forras- és asvanyvizek inkublasa
A beoltott termékmintakat termosztat szobaban, alzahérsékleten (25 °C) on inkubaltuk.

4.2.8. A szemmel lathato termékkarosodas vizudlis nyomondvetése

A vizudlis nyomon kovetést alland6é fény mellettviditgitassal végeztik. A vizualis nyomon
kovetés teljes idartama a szénsavas termékmintak szavatossagiédlej@gegyezen, 26 héten at

végeztik. Ez id alatt heti rendszerességgel minden egyes palaefpenként atvizsgaltunk.

Pozitivnak értékeltik az apro, illetve a fedaer lebeg képleteket.

4.2.9. Tulél telepképz egységek szdm meghatarozasa

A vizudlis nyomon kdvetés mellett a tlléelepképz egység szam meghatarozasat is elvégeztik,
arra keresve a valaszt, hogy a tulélelepképz egység szam alatamasztja-e a kapott
eredményeinket.

Ertékelhet eredmények érdekében a beoltott illetve tliElepképz egység szamot a varhatd
értékekt| fligg en membranszéssel illetve lemezodntéssel hataroztuk meg. Al#zaesetben, ha a
telepeszam varhaté értéke magasabb volt, miAtla0Oml, lemezéntést (1 ml minta), kisebb
értékeknél membranszést (10, 20, 50, 100, 250, illetve 500 ml mintkabmaztunk (lasd 5. és 6.
tablazatok).

A mintazast az els 4 hétben hetente végeztik, majd azt 2 hetes nditgtavfrekvenciara
csokkentettik.Szénsavmentesermékmintak esetében az éelepszam meghatarozast minden
esetben 20 hétig folytattuk. A nyomon kovetés ééthek termékmintanként ugyanazon palackot
haszndltuk a vizsgalat végéig. Ez aldl a szabdllyal330 ml-es kiszerelédermékmintak voltak
kivételek, mivel a 330 ml nem lett volna elegeral kisérlet végéig. Ez esetben az gialack
kitrulésével nyitottuk meg a masodik palackot, dséh folytattuk a mintazast.

A szénsavadermékmintak esetében a tulélelepszdm meghatarozdsét 12 hetes intervallumra,

illetve a szemmel lathaté termékromlas megjelegesiveztik. AC. cladosporoide€C F 50 P.
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chrysogenunNCAIM F 00837 F. oxysporunCC F 36 torzsek esetében a tulidlepszam a 10-12.
héten egyértelmen nullara csokkent, igy ezeknél a mintdknal a mréngz rést nem is folytattuk
tovdbb a 12. hét utan. AA. fumigatusNCAIM F 00673-al beoltott szénsavas termékmintak
esetében azonban a 12. hét utan is észleltink tididpszamot, igy a vizsgalatokat a 26. héten
végzett membranseéssel kiegészitettik.

A mintazast megek en a homogén mintavétel érdekében a termékmintélatien esetben

er teljesen felraztuk.

4.2.9.1.Tulél telepképz egység szam meghatarozas membranséssel

A minta mennyiségét az aetes eredmények alapjan becsult varhat6 éitékgg en valasztottuk
meg (10, 20, 50, 100, 250, illetve 500 ml). A rgst Sartorius készuléken végeztik, 0,45 pm-es
pérus atmér membrant hasznaltuk. A membrant s utdn MEA taptalajra helyeztik. Az
inkubacios hmérsékletC. cladosporoide<CC F 5Q P. chrysogenumNCAIM F 00837 és F.
oxysporumCC F 36 esetébep6-28 °C;A. fumigatusNCAIM F 00673 esetében 37 °C volt. Az
eredményeket 2, 3 és 5 nap utan olvastuk le.

4.2.9.2.Tulél telepképz egység szam meghatarozas lemezontéssel

Amennyiben a telepszam varhaté értéke nagyobbl@dlL0 ml —nél, lemezontést (20 ml 46-50°C
MEA + 1 ml termékminta alapos homogenizéalas utéglaaztunk.

A Petri csészéket a lemezontésnél leirtak szeaift, cladosporoide€CC F 5Q P. chrysogenum
NCAIM F 00837 ésF. oxysporunCC F 36 torzzsel beoltottrmékmintadk eseté26-28 °C —onA.
fumigatusNCAIM F 00673 esetében 37° C-on, 5 napig inkubalAik eredményeket 2, 3 illetve 5

nap utan is leolvastuk.
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5. tablazat: Mintadzasi gyakorisag és a mintak ggata szénsavas termékmintdk membramsgl

Minta térfogata
Mintazas || Kiindulsi konidium | Kiindulsi konidium K"”S”'as' konidium
: . L, L oncentracio
id pontja koncentracio koncentracio 100-500
<10 konidium/100 m| 10-50 konidium/100 m -
konidium/100 ml
0. hét
k(k””d“'a,s'. . 100 ml 100 ml 50 ml
oncentracio
meghatarozasy
1. hét
2. hét
3. h?t 100, 250, 500 ml - ax 100, 250, 500 ml - az 50, 100, 250, 500 m
4. het el z eredményekt el z eredményekt -azelz
6. hét fiiog en y fiaa en y eredmenyekt
8. hét 99 99 flgg en
10. hét
12. hét
26*. hét 500 ml 500 ml 500 ml

*KizarolagA. fumigatusNCAIM F 00673 esetén

6. tablazat Mintdzasi gyakorisag és a mintak t&f@gzénsavas termékmintak membrarésenél
illetve lemezontésnél

Minta térfogata

Mintazas
id pontja

Kiindulasi konidium
koncentracio
<10 konidium/100 ml

Kiindulasi konidium
koncentracio
10-50 konidium/100

ml

Kiindulasi konidium
koncentracio
100-500
konidium/100 ml

0. hét
(kiindulasi
koncentracio
meghatarozasf

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 elz eredményekt fligg en

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

A kapott eredményeket GraphPad Prism4 program ssggivel elemeztem. Eldépésben az
eredményeket a vizsgalt penészgombék illetve fefié@s forras- és asvanyvizek szerint
csoportokba rendezve varianciaanalzist (ANOVA) wége, majd ahol szignifikAns eltérést
talaltam, ott tovabbi analizisként paronkénti 6basenlitast (Bonferroni’s Multiple Comparison) is

végeztem.
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5. EREDMENYEK

5.1. Pseudomonasirzsek megtapadésa vizszintes rozsdamentes ad&inf1.4301) feluleten

A két vizsgaltPseudomonatirzs (katvizbl izolalt Ps. stutzeriCC B 21ésPs. aeruginoséATCC
9027) statikus biofilmképz képességét akridin narancs illetve fluoresceinthisoyanéat
(tovabbiakban FITC) festéssel kovettik nyomon 2Bomaat. Minden vizsgalatnal a véglegesen
megtapadt sejteket vizsgaltuk, igy a rozsdamentedleanezeket vizsgalat dt steril vizzel
Oblitettuk.

A festést koveten digitalis mikroszkopos fényképeket is készitétfimelyeket képelemzéssel
értékeltik. A vizsgalt idszakban készitett 6sszes digitalis mikroszképogkiEpeket mintavételi
naponként szinintenzitds szerint sorba rendezveatjalit a mellékletben elhelyezett 21-28.
tablazatok.

A két vizsgdlt torzs statikus biofilm képzésétagtes vizsgalatink soran lemezéntéssel is nyomon
kovettik, az eredmények azonban nem adtak infodh&cibiofilm felépulésének kinetikajaval

kapcsolatban, igy a dolgozatomban ezeket az ergarkénrészleteiben nem elemzem.

5.1.1. A vizsgalt Pseudomonasttrzsek altal BHI taplevesben képzett statikus bifiimek
mikroszkopos vizsgalatainak eredményei akridin naracs festéssel
Az akridin narancs a sejteket festi meg, igy ailmiofképz dés kezdeti szakaszaban a sejtek
feliletre val6 kitapadasat majd a szaporodasuk&bkmizaciojukat teszi mikroszkdp segitségével
lathatova, majd képanalizis utan szamszighet ve.
A vizsgalt Pseudomonatirzsek éaltal BHI taplevesben képzett statikusiloiefk akridin narancs
festésének eredményének vizudlis kiértékeléstisagit. tdbldzat, mely 1-1 jellemz akridin
narancs festést kovemikroszkdpos fényképet allit parhuzamba. A képgkéitatszik, hogy BHI
taptalajpan mindkét vizsgalt torzs igen jelenttapadast mutat a vizsgalt vizszintes helyzet
rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) felllethez. A fetidetvald kitapadas az idiiggvényében eleinte
noveked, majd stagnalé tendenciat mutat. Ps. stutzeriCC B 21 felllethez valé tapadasa
gyorsabb, méar a kezdeti idontokban (els hdrom nap) is nagyszamu felllethez kitapadt sejtet
sikerllt megfesteni. A vizsgalati idels napjaiban mind &s. stutzeriCC B 21, mind aPs.
aeruginosaATCC 9027t6rzs inhomogén, mig a vizsgalati idgégén massziv, homogén biofilmet
képzett.
A fényképek piros szinarnyalatdnak mérésével szamsett eredmények értékelését térzsenként

a kovetkez alfejezetekben elemzem.

44



7. tablazat: BHI taptalajban, rozsdamentes acélr{\M801) fellleten képzett, akridin

naranccsal festett kiilénbdkori Pseudomonaskiofilmek mikroszkopikus fényképei

Id (nap) Ps. aeruginos®ATCC 9027 Ps. stutzerCC B 21

1.

14.

21.

28.

o
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5.1.1.1.Ps. aeruginosa ATCC 9027 BHI taplevesben képzett statikus biofilmjének
mikroszkopos vizsgalata akridin narancs festéssel
A BHI taplevesben rozsdamentes acél (Wnrl.4301)dtn képzett statikuRs. aeruginos&ATCC
9027 biofilmr | az akridin narancs festést koveh készilt mikroszkopos fényképek piros
szinkomponensének intenzitdsat vizsgaltuk. A psmiskomponens intenzitasat szemléltdoboz
diagramot (4. 4bra) vizsgalva megéllapithatd, hagyeredmények a korai szakaszban jekent
szorassal birtak, mely a biofilm inhomogenitisattatja. A fiatal biofilm ezen tulajdonsagat
megel z vizsgalatainkban is tapasztaltuk, igy a nagy szdé@mpenzalasa céljabol minden
vizsgéalat alkalmaval eleve nagyszadmu (24 kép alaaként) mintat vettink. Az idebb biofilm
egyre nagyobb fellleteket fedett be, igy egysédeképeket kaptunk, a széras jelesn csdkkent.
A digitalis fényképek képelemzésének eredménygijateelmondhatd, hogy BHI taplevesbeRsa
aeruginosa ATCC 9027 sejtek rozsdamentes acél felllethez val6 tapadddaeen novekv
tendenciat mutat és egy maximum értékhez tarttditesi gorbe vehetfel, (5. abra) mely a 6.
napon érte el a plato szakaszt. Ez a tendenciaeegghg a Jelenik —Nikolics altal (Jelenik-Nikolics
& Lévai, 2000) publikalt biofilm kinetikai gorbével
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4. dbra: Piros szinkomponens intenzitas értékei BHI tagdben, rozsdamentes acél (Wnrl1.4301)
fellleten képzetPs. aeruginos®ATCC 9027biofilm akridin naranccsal festett digitalis fénylain

azid fuggvényében
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5. &bra: Ps. aeruginos&ATCC 9027rozsdamentes acél (Wnr1.4301) fellleten, BHI t&gséen
képzett, akridin naranccsal festett biofilmjénetopiszinkomponens intenzitas értékeire illesztett

telitési gorbe

5.1.1.2.Ps. stutzeriCC B 21 BHI t4plevesben képzett statikus biofilmjének mikraeszkdpos
vizsgalata akridin narancs festéssel

Ps. stutzeriCC B 21 éaltal BHI taplevesben rozsdamentes acél (Wnrl.436ll)eten képzett
statikus biofilm akridin narancs festésének eredmiémlapjan, hasonléan az el fejezetben
részletezettPs. aeruginosaATCC 9027 BHI taplevesben képzett biofiimjével kinetikai gérb
allithato fel. APs. stutzeriCC B 21esetében szintén iden noveked értékeket tapasztalhatunk
melyek telitési gorbét (7. abra) vesznek fel. boreban mar a korai biofilmnél is nagyobb
mennyiség fellletre kitapadt sejt detektalhatdé (6. és 7.afbazaz a sejtek fellleti kitapadasa
gyorsabb. A fiatal biofilm &s. aeruginoseéATCC 9027 torzs altal képzett biofilmhez hasonléan
er sen inhomogén, igy az értékek kezdetbersear szornak, mely szoéras kBb jelentsen

csokken.
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6. &bra: Piros szinkomponens intenzitas értékei BHI tagdéen, rozsdamentes acél
(Wnrl1.4301¥eluleten képzetPs. stutzerlCC B 21biofilm akridin naranccsal festett

digitalis fényképein az idfiggvényében
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7. abra: Ps. stutzerCC B 21rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) fellleten, BHI
taplevesben képzett, akridin naranccsal festefilfnj@nek piros szinkomponens

intenzitas értékeire illesztett telitési gorbe
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5.1.2. A vizsgalt Pseudomonastorzsek altal &svanyvizben képzett statikus biofihek
mikroszkopos vizsgalatainak eredményei akridin naracs festéssel
A vizsgaltPseudomonatirzsek altal asvanyvizben képzett statikus bk vizualis kiértékelést
segiti a 8. tablazat, mely 1-1 jellemakridin narancs festést kovamnikroszkopos fényképet allit
parhuzamba.
Mindkét vizsgalt térzs rozsdamentes acél (Wnrl.436lilethez valé tapadésa jelesén kisebb
asvanyvizben, mint az idealis kdzegnek tekinthgitll taptalajban. A felllethez valod kitapadas az
id fuggveényében itt is ndvekedendenciat mutat. Azonban - ahogy a kovetkégezetekben
bemutatom - telitési goérbék nem allithatok fel.PA. stutzeriCC B 21felillethez val6 tapadasa
asvanyvizben joval intenzivebbPs. aeruginossATCC 9027 torzsénél de a vizsgalt idrtamban
egyik torzs sem éri el a BHI taplevesben tapashathogén biofilm allapotot. Az eredmények

szérdsa végig nagy marad.
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8. tabladzat: Szénsavmentes asvanyvizben, rozsdesnerél (Wnrl1.4301) fellleten képzett,
akridin naranccsal festett killonbokori Pseudomonabiofilmek mikroszkopikus fényképei
Id (nap) Ps. aeruginos®ATCC 9027 Ps. stutzerCC B 21

1.

14.

21.

28.
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5.1.2.1.Ps. aeruginosaATCC 9027 4svanyvizben képzett statikus biofilmjének mikroszkpos
vizsgalata akridin narancs festéssel

A mikroszképos képek analizisének eredményeit saéshl doboz diagram (8. abra) jol mutatja,

hogy az els 14 napban kevesebb szamban talaltunk a fellléapadt sejtet, majd a 21. naptdl ez

az értek novekedik, de nem éri el a BHI taplevegbedellezett biofimnél megfigyelt értéket, a

biofilm réteg inhomogén, az eredmények nagy szamagiatnak. Az abrat 6sszehasonlitva a 4.

abraval, megallapithatd, hogy a nem idedlis asviarizegben jelensen kevesebb sejt tapadt a

vizsgalt rozsdamentes acél feluletre, mint a tapgbgn gazdag, idealisnak tekintheBHI

taptalajban.

A medfigyelt id tartam alatt mért eredmények alapjan, ahogy az efejezetben emlitettem,

telitési gorbe nem allithato fel.
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8. abra: Piros szinkomponens intenzitas értékei szénsa@n@svanyvizben, rozsdamentes acél
(Wnr1.4301) fellleten képze®ts. aeruginos@TCC 9027biofilm, akridin naranccsal festett

digitalis fényképein az idfliggvényében

5.1.2.2.Ps. stutzeriCC B 21 &svanyvizben képzett statikus biofilmjénekmikroszkopos
vizsgalata akridin narancs festéssel

A Ps. stutzeriCC B 2l1asvanyvizben modellezett bioflm akridin narancsée@nek mikroszképos

fényképeinek o6sszefoglalé tablazatat (24. tabléaat)ellékletben helyeztem el. Bs. aeruginosa

ATCC 9027eredményeihez hasonloan itt is igaz, hogy a nedliglésvanyviz kdzegben jeleaen
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kevesebb sejt tapadt a vizsgélt rozsdamentes &¢et1(4301) fellletre, mint a tdpanyagban
gazdag, idealisnak tekintheBHI taptalajban.

A digitélis képanalizis eredményeit szemlélteloboz diagram (9. 4bra) alapjan megallapithato,
hogy az eredmények kisebbek, mint a BHI taplevedtéprett azonos térzs esetében, azonban
nagyobbak, mint az azonos kdzeghes. aeruginosaATCC 9027 altal képzett biofilmnél. A
vizsgalt id tartam alatt &s. stutzeriCC B 21eredményei esetében nem mutathaté ki emelkedés, a
szOras végig magas értéket mutat, telitési gorime @ldthatd fel. Mindezek a biofilm képdés

korai szakaszara jelleminhomogén biofilm jellema.

@©
(%]
T 200
N
c
9]
£
@ 150
Qo
c
o
g
E 100 ‘ I
X
c
: "
(2]
S 507
=

O—

L L L L L L D D L L O O e D e e e
123 67 14 21 28
Id (nar

9. bra: Piros szinkomponens intenzitas értékei szénsaem@svanyvizben,
rozsdamentes acél (Wnr1.4301) feluleten ké@=tistutzerCC B 21biofilm akridin

naranccsal festett digitalis fényképein azfidggvényében
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5.1.3. Az akridin narancs festés eredményeinek Osszehasttdba a vizsgaltPseudomonas
torzsekkel modellezett biofilmeknél idealis és tapayag szegény kdzegben
Az eredmények 0Osszehasonlithatésaganak érdekéldh abran a két baktériumtdrzs akridin
naranccsal festett, BHI taplevesben és asvanyviképrett biofilmjeir | készitett képek piros szin
Osszetevinek intenzitas éatlagértékeit abrazoltam az ifliggvényében. Az abrat szemlélve
egyértelmen megallapithatd, ami az elekben bemutatott mikroszképos fényképeken (8. 7.
tablazatok) és doboz diagramokon (4-9. abrak)ligfézik, hogy:
asvanyvizben mindkét baktériumtdrzs esetében jagyaingébb biofilm képzalés volt
tapasztalhat6, mint az idealis kornyezetet modelRiz| taplevesben,
a Ps. aeruginosaATCC 9027 asvanyvizben kisebb mértéka tapanyag dus BHI
taplevesben pedig lassabb megtapadast mutatottamm stutzerCC B 21
Az el z fejezetekben elemzett telitési gorbék és dobograimok (4-9. abrék) alapjan ezen kivul
egyértelm, hogy:
A fiatal biofilmek esetén az eredmények szérasalremagy, majd az érett biofilmnél
jelent sen csokken. Ez a jelenség a fiatal biofilm inhoemitgisaval magyarazhato.
llyenkor a sejtek fellletre valé kitapadasa falber képletekben, egymastdl flggetlen
.Szigeteket” alkotva kezdlik meg, a véletlenszegn vett mintak kozott jelens eltérés
tapasztalhato.
Szintén kicsi a széras a mintak eredményei kdzitk@an a mintavételi napokon, amikor a
sejtek felllethez val6 kitapadasa még csekély. [etemség arra mutat ra, hogy itt a teljes
fellleten kevés a kitapadt kimutathat6 sejtszanéteé sem talalhaté egy-egy masszivabb
biofilm sziget.
A BHI taplevesben modellezett biofilmek esetébemoasdamentes acél (Wnrl.4301)
feluletre valo kitapadas és a biofilm ndvekedésekikaja a vizsgalt 28 nap intervallumban
mind a vizsgéltPs. aeruginoseéATCC 9027, mind pedig Bs. stutzeriCC B 21esetében
telitési gorbével jellemezhet
A tipanyagban szegény szénsavmentes &svanyvizbdellezett biofiimek esetében a
festés eredményeire telitési gorbe egyik vizsgddeudomonastorzs esetében sem
illeszthet .

A BHI téplevesben illetve asvanyvizben képzett ibitdknél jelentkez kilonbségeknek az oka
lehet az, hogy az asvanyviz sen limitalt tapanyagtartalma miatt a biofilm kégés jelentsen
lassabb, mint az idedlis, tapanyagban dis BHI vapleen. igy az altalunk végzett kisérletek

id tartama alatt 4svanyvizben a biofilm novekedés tikidgnak csak egy kordbbi szakaszét
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sikertlt megfigyelni, ahol a sejtek kitapadasa nrdgmogen fellletet ad, igy értelemszar a
szOrds magas, telitési gorbe pedig nem allithdtoAfe eredmények aldtdmasztjak azt a biofilm
novekedést magyarazo elméletet, mely szerint dlidEpz dés els Iépése a fellilet polaritAsanak
megvaltozasa és a tapanyagok kitapadasa a felligtrea tdpanyagban dusabb kérnyezetben a
biofilm képz dés erteljesebb és gyorsabb (Kumar & Anand, 1998; Hoadoftola, 1997)

Ezzel szemben Bseudomonatirzsek kozoétti kilonbségek azzal magyarazhatoadyy laz altalam
haszndlt Ps. stutzeri CC B 21 tbérzs viznyerhelyi izolatum, mely mar adaptalédott a

tapanyaghianyos kornyezethez, illetve eredet@udld hajlamosabb a biofilm képesre.
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10. abra Kulonboz kdzegben képzett biofilmeklrkészitett képek piros szin dsszeiaek
intenzitas atlagértékei az idiggvényében
PAB=Ps. aeruginos&ATCC 9027BHI taplevesben képzett biofilmje, PSB= Ps. stu@€ B 21 BHI taplevesben

képzett biofilmje; PAA= Ps. aeruginodd CC 9027szénsavmentes asvanyvizben képzett biofilmje; PSAstutzeri

CC B 21 szénsavmentes asvanyvizben képzett keofilm;j
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5.1.4. A vizsgalt Pseudomonastorzsek altal BHI taplevesben képzett statikus bidfmek
mikroszkdpos vizsgalatainak eredményei FITC festésb
A vizsgéaltPseudomonasirzsek altal &svanyvizben képzett statikus biafknaizudlis kiértékelését
az akridin narancs festés mellett FITC festést kare is elvégeztem. Mig az akridin narancs a
fellletre kitapadt majd ott szaporodo sejtek vim#dsdban és szadmszetiértékelésében nyuijt
segitséget, addig a FITC festék a benne talalleatinla D-(+)-glik6zhoz illetve D-(+)-mann6zhoz
valdé jo kot dése révén a biofilm képzés soran jellemextracellularis polimer (extracellular
polymeric substance, késbiekben EPS) termelést hivatott megjeleniteni.
Az akridin narancs eredményekhez hasonloan a Bzgthan foglaltam 6ssze 1-1 jellemEITC
festést kdvet mikroszkopos fényképet a BHI taplevesben modeiid® aeruginoséATCC 9027
illetve Ps. stutzerCC B 21biofilmekr I.
A képek vizudlis kiértékelésekor az akridin nar@atwal6 festés alapjan vart eredményre jutottam,
azaz a megtapadt sejtek szdmahoz hasonléan a Kiaudt&PS mennyisége minkét térzsnél az id
flggvényében nodvekedtendenciat mutat. As. stutzeriCC B 21 BHI taplevesben modellezett
statikus biofilmjénél jéval intenzivebb EPS terns¢léudtam kimutatni, mint @s. aeruginosa
ATCC 9027 esetében. Részletes elemzéseket doboz diagramdkséggyel a kovetkez

alfejezetekben végeztem.
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9. téblazat: BHI taplevesben, rozsdamentes acér{\W801) fellleten képzett, FITC-cel festett

kulénbdz kord Pseudomonakiofilmek mikroszképikus fényképei
Id (nap) Ps. aeruginos®ATCC 9027 Ps. stutzerCC B 21
1.

14.

21.

28.

o
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5.1.4.1.Ps. aeruginosaATCC 9027 BHI taplevesben képzett statikus biofilm EPS-ének
mikroszkdpos vizsgalata FITC festéssel
A Ps. aeruginosaATCC 9027BHI taplevesben képzett statikus biofilm modelljéa&kimutathatd
EPS mar az elsnapokban megjelenik néhany mintanal kis mértékidagyobb mennyiségben
egy-két minta esetében a 6., de jelleerz a 21. naptdl kimutathaté. Az eredmények doboz
diagramban (11. abra) vald megjelenitésekor szethbetagy szérasa az EPS felbzer
megjelenésére utal, melyre tobb szakirodalom (8tmah et al, 2002; Sutherland 2001) is
hivatkozik, és amely az egyes mikroszkopos fényképeés jol lathat6 (9. tablazat).

Az akridin narancs eredményekkel ellentétben a FéT&eiményekre telitési gorbe nem illeszthet
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11. &bra FITC-cel festett, BHI-ban képzd®s. aeruginos®ATCC 9027biofilmr | készitett képek

z0ld szin dsszeteinek intenzitas értékei doboz diagramban abrazatval fliggvényében

5.1.4.2.Ps. stutzeriCC B 21 BHI taplevesben képzett statikus biofilm EPS-ének ikroszkopos
vizsgalata FITC festéssel

BHI taplevesben &s. stutzeriCC B 214ltal képzett statikus biofilm esetében a kimutathatdé EPS

képzés intenzivebb, mint #s. aeruginosarl, az extracellularis poliszacharid matrix az

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

doboz diagramban (12. abra) abrazolt eredményéekritigy szérast mutatnak, mely szintén az EPS

felh -szer megjelenésére utal és a mikroszkopos fényképekszépen latszik (9. tablazat).
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Ps. stutzeriCC B 21 BHI taplevesben valé statikus biofilm modelljénélPa. aeruginosdnoz

hasonldéan a FITC eredményekre telitési gorberitt ifleszthet.
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12. abra FITC-cel festett, BHI-ban képzd®s. stutzerlCC B 21biofilmr | készitett képek zold

szin dsszetewnek intenzitas értékei doboz diagramban abrazatval fliggvényében

5.1.5. A vizsgéalt Pseudomonastdrzsek altal asvanyvizben képzett statikus biofilrak
mikroszkopos vizsgalatainak eredményei FITC festést

Az alabbi fejezetekben lathaté eredmények raviddgik arra, hogy a vizsgdseudomonasirzsek

szénsavmentes asvanyvizben végzett biofilm modaliesoran a FITC festéssel kimutathatdo EPS

mennyisége mind a BHI taplevesben végzett modediektepest mind abszolut értelemben igen

csekély. Ennek oka lehet a szénsavmentes asvafigtalt tdpanyag tartalma. Az idedlisnak

tekinthet tapanyagdus kornyezetben a biofilmet alkoté sejké&knyebben jutnak az EPS

felépitéséhez szikséges tapanyagokhoz.
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5.1.5.1.Ps. aeruginosa ATCC 9027 asvanyvizben képzett statikus biofilm EPS-ének
mikroszkdpos vizsgalata FITC festéssel

A Ps. aeruginoséATCC 9027asvanyvizben képzett statikus biofilm modelljéreédraben a BHI

taplevesben végzett modellezéssel EPS a mintakkigeszdmaban és mértékben mutathato ki (13.

abra). Az eredményekre telitési gorbe most sesriftest .
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13. dbra Szénsavmentes asvanyvizben képzett, FITC-eltf&teaeruginoséATCC 9027
biofilmr | készilt digitalis fényképekdld szinkomponenseinek szinintenzitas értékei zlobo

diagramban &brazolva az ifliggvényében.

5.1.5.2Ps. stutzeri CC B 2%svanyvizben képzett statikus biofilm EPS-ének miloszkopos
vizsgalata FITC festéssel

A Ps. stutzeriCC B 21 4svanyvizben képzett statikus biofilm modelljené@?SEcsak elvétve

mutathaté ki (14. abra) Az eredményekre telitégbginost sem illeszthet

A két festés eredményét Osszevetve megallapithetiét,t hogy a viznyer helyr | izolalt, a

tapanyag szegény kornyezethez adaptéld@etstutzeritrzs biofilm képzése a sejtek kitapadésa

szempontjabdl intenzivebb, mint a torzsggmeényiPs. aeruginoséATCC 9027 tdrzsé, azonban

kimutathato6 extracellularis poliszacharidot a vésid tartam alatt gyakorlatilag nem képez.
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Z06ld szinkomponens intenzitasa

123 67 14 21 28
Id (hap

14. dbra Szénsavmentes asvanyvizben képzett, FITC-eltf&sestutzerCC B 21biofilmr |
készult digitalis fényképekold szinkomponenseinek szinintenzitas értékei ziolmgramban

abrazolva az idfliggvényében.

5.1.6. A FITC festés eredményeinek 0sszehasonlitdsa a ga#t Pseudomonastérzsekkel
modellezett biofilmeknél idedlis és tapanyag szeggkdzegben
Az eredmények 0Osszehasonlithatésaganak érdekébenakadin narancs eredményeknél
bemutatotthoz hasonléan a 15. abran a két baktéiiasn FITC-el festett, BHI taplevesben és
asvanyvizben képzett biofilmjeirkészitett képek zold szin dsszeteek intenzitds atlagertékeit
abrazoltam az id fiiggvényében. Az itt bemutatott abra valamint @tiékben részletezett doboz
diagramok és a szemléltetett mikroszkopos fénykéteghian elmondhatd, hogy:
Asvanyvizben mindkét baktériumtoérzs esetében joggbngébb EPS képdés volt
tapasztalhatd, mint az idedlis kdrnyezetet modellBHI taplevesben. Strathmann és
munkatarsai (2002) valamint Sutherland (2001) padoiiojukban szintén arr6l szamolnak
be, hogy a tapkdzeg Osszetétele nagyban befolgasalj EPS termetflését és annak
Osszetételét. Az Aaltalam hasznalt szénsavmentesinyady illetve BHI tépleves
tapanyagtartalma kozotti nagy kilonbség magyarazagy az asvanyvizben semPas.
stutzeriCC B 21sem aPs. aeruginosaATCC 9027nem volt képes jelens mennyiség
EPS-t termelni.
Az eredmények szérdsa rendre nagy, mely jelensdgP& felhszer képletekben valé

megjelenésével magyarazhat6. Mérési eredményealk&imasztja, hogy Strathmann és
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munkatarsai (2002) szintén felrer, heterogén EPS-f szdmolnak be FITC festést
alkalmazva.

Sem a tdpanyagban szegény szénsavmentes asvanyyvsdha az idedlis, tapanyagban dus
BHI taplevesben modellezett biofiimek esetében®CHestés eredményeire telitési goérbe
nem illeszthet egyik vizsgaltPseudomonas téresetében sem. Az EPS képzés tehat egyik

esetben sem érte el a maximumét a vizsgélalaitt.
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15. bra Ps. aeruginos&ATCC 9027ésPs. stutzerCC B 21baktériumtdrzsek altal BHI
taplevesben és asvanyvizben képzett, FITC-veltfdstdilmekr | készitett képek z6ld szin
Osszetevinek atlagértékei az idfiggvényében.

PAB=Ps. aeruginos&ATCC 9027BHI taplevesben képzett biofilmje, PSB= Ps. stuBdd| taplevesben képzett

biofilmje; PAA= Ps. aeruginoséATCC 9027szénsavmentes asvanyvizben képzett biofilmje; PSAstutzeri CC B 21
szénsavmentes asvanyvizben képzett biofilmje
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5.2.Ps. aeruginosaATCC 9027 biofilm eltavolitasa kilonbodz fert tlenit szerekkel
A felhasznalt ferttlenit szereket gy valogattam ki, hogy azok reprezemta@laélelmiszeripari
gépek és berendezések kdrnyezetének tisztitashddwe fert tlenitésekor, valamint a fettenit

takaritasban hasznaltldb hatéanyagokat.

5.2.1. Avizsgalt fert tlenit eljarasok biofilm inaktivalasanak vizsgalata telegzamlalassal és

RABIT impedimetrids berendezéssel

10. tblazat: A vizsgélt fertienit szerek biofilm inaktivalé hatés vizsgalatainak enédyei

Telepszamlélas —

RABIT —detektalasi id (6ra)
log TKE / kupon

Tisztito-fert tlenit szer

3 napos 7 napos 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 Flache 1% NK NK NK >48:00 37:36 30:42
Innofluid TF KI6r 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 fert tlenit eljardsok eredményeit dsszehasonlitva (10. taf)l&gyértelmen megéllapithato,
hogy a vizsgdlt tisztito-fertlenit szerek kdzul a Domestos 2%-0s oldata volt a legbaig@abb, a
kezelés utan telepszamléalassal nem volt kimutathdé& telepképz egysag, az impedimetrias
mérések pedig a 3 és 7 napos biofilm esetébers teljavolitast, a 14 napos biofilmnél jelent
inaktivalast jeleztek. Tuncan (1993), Helander ésnkatarsai (1997) valamint Wirtanen és
munkatarsai (1992, 2001) szintén arrdl szamolnakbgy igen j6 hatékonysaggal hasznaltak kl6r
hatéanyagu fertlenit szereket. A Biguanid Flache esetében telepszamikdmeényei szintén
teljes csiraszdm csokkentést mutatnak, azonbarmaedimetrias mérések itt mar a 3 napos
biofiimnél is mutatnak talélést. A Domestos és Bigid Flache kivételével a tdbbi tisztito-
fert tlenit szernél mind a telepszamlalas mind a RABIT impetliid®e berendezés eredményei
pozitivak. Az impedimetrias modszerrel mért detidldiaid az id sebb biofilmeknél révidebb,

amely a ferttlenit eljarassal szembeni rezisztencia névekedésérebtahdenciaban mindossze 2
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kiugré eredmeény figyelhetmeg, az Innofluid TF Klor és a Cleanisept 7 napiasiimje esetében,
ahol a RABIT berendezés 48 Ora alatt nem mutatotinagcsere tevékenységet. A 14 napos
biofilmek azonban ezen esetekben is hagyobb rerisi#&t mutatnak, mint a 3 napos, fiatal biofilm.
Eredményeink 6sszhangban vannak szamos sazekirodalmi mérési eredményeivel (Holah et
al., 1990; Frank & Koffi, 1990; Wright et al., 199Dhaliwal et al., 1992), akik szintén arrdl
szdmolnak be, hogy minél 6regebb biofilmet vizagdlannal nagyobb rezisztenciat tapasztaltak a
biofilm inaktivalasi kisérleteikben.

A RABIT berendezéssel ellentétben a telepszamléidesiményei nem mutatnak a vizsgélt
fert tlenit szerekkel szembeni rezisztencia emelkedésére tealdenciat, és az impedimetrias
eredményekti sok esetben eltéek. Ennek oka lehet az, hogy a sejtek a flemit eljaras
sokkhatasara un. ,él de nem tenyészthét (VNC) allapotba keriltek, a sejtek a fettenit
eljardssal jar6 stresszt tulélik, és minimalis auogerét folytatnak, mely a taptalaj
impedimetridjanak valtozasa miatt RABIT berendezkdstektalhatd, de hagyomanyos modszerrel
szaporodas nem mutathat6 ki (Leclerc & da Cost@8;1Beclerc & Moreau, 2002; Bischofsberger
et al., 1990, Zottola & Sasahara, 1994; Hood & @aft1995). Az egyes fetlenit eljarasok soran

él , de nem tenyészthetillapotba jutott sejtek ipari jeler#ége nagy, mindenképpen potencidlis
mikrobiolGgiai veszélyforrAsnak szamitanak, mivelfet tlenités stressz hatasa utan viel
regeneralédhatnak, és szaporodasnak indulhatndleliketen maradt €| de nem tenyészthet
sejtek tApanyagul, megtapadasi fellletil is szbbgabk Ujabb biofilmek kialakulasdhoz. A RABIT
berendezés illetve telepszamlalas eredményeinadedst®se alapjan az is megallapithato, hogy a
biofilmek rezisztencidjanak nyomon koévetésére éfpna emlitett €l de nem tenyészthesejtek
detektalasa miatt az impedimetrias modszer érzédnymint a hagyomanyos telepszamlalas.
Hasonl6 kovetkeztetésre jutottak tobbek kdzott Mibest és Bishop (1993), Flint és munkatéarsai
(1997) valamint Wirtanen és munkatéarsai (2001).

A tisztité-fert tlenit szerek hatéanyagat tekintve elté&redményeket kaptunk a hasonld kémiai
Osszetétel szerek esetében. Erre példa a Domestos illethenafluid TF Klér szerek, melyek bar
egyarant klor bazisu tisztito-fettenit szerek, azonban a Domestos joval hatékonyabbnak
bizonyult. Ez arra utal, hogy a hatbanyag mellgéni nagy jelensége van a segédanyagoknak,
azok tisztitd hatdsanak. A segédanyagként felhtiswmdzidek szerepet jatszhatnak a biofilm
feliletr | valé levalasztasdban, a poliszacharid véteg inaktivdlasdban. Szakirodalmi adatok
szintén alatamasztjak a kombinalt feéknit eljarasok nagyobb hatékonysagat az egy fazisu
fert tlenitéssel szemben (Oh és Marshall, 1995; Antoé®uirrank, 2005, Cloete és Jacobs 2001,
Wirtanen et al., 1996).
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5.2.2. Avizsgélt fert tlenit eljarasok biofilm inaktivaldsa — akridin narancs festéssel végzett
sejt eltavolité hatés vizsgalatok eredményei
Az akridin narancs festés eredményei megigik a telepszamlalas és impedimetrias mérések
eredményeit, melyek szerint a leghatékonyabb tlertit eljarasnak a Domestos 2 %-0s oldata
bizonyult. A mikroszkopos fényképek alapjan elmaoatdh hogy a Domestos nem csupan eldlte a
biofilmben taldlhatds. aeruginos®ATCC 9027sejteket, de a biofilmet a feluletrel is tvolitotta.
Hoyle és munkatarsai (1992) arr6l szamolnak be,yhag biofilm térbeli szerkezetének
megbontasaval a fettenit szerrel szemben tapasztalt emelkedett reziszteéacraegsznt. A
Domestos esetében hasonlban, a j6 biofilm elt&vblétast a segédanyagként hasznélt nem ionos
tenzidek fellletaktiv hatasanak tudhatd be, mebyddiofilm 3 dimenzids szerkezetét leromboltak,
igy adva szabad teret a faténit szernek. Cloete és Jacobs (2001) szintén a nens-fefidetaktiv
anyagok biofilm eltavolit6 hatasardl szamolnak Betdbbi kombindlt hatéanyagu, tisztitasra is
alkalmas szer esetében azonban a kezelés utartkésziltépeken egyértelnen megtalalhatéak a
vizsgalt rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) fellletemantabaktérium sejtek. Ezek az eredmények
arra hivjak fel a figyelmet, hogy az élelmiszerigairilmények kdzott igen nagy jelesgge lehet
a megfelel fert tlenit eljaras kisérletes eredmények alapjan valé kizgédaanak, hiszen nem
megfelel biofilm eltavolitas soran felileten maradt biafilelhalt sejtjei is szerves anyagok,
melyek egyrészt a felllet érdességét, polarizétsagegvaltoztatva, masrészt tapanyagot
szolgaltatva seqitik ela kovetkez biofilm kialakulasat.
A mikroszképos fényképek megsitik azt a kdvetkeztetést is, mely szerint as@bb biofilmek
nagyobb rezisztenciat mutatnak a fdanit eljardsokkal szemben. A 7 illetve 14 napos biafkm
tisztitd-fert tlenit szerrel val6 kezelés utani fényképein rendre t@lldten maradt sejt talalhato,
mint a fiatalabb, 3 napos biofilm esetében. Ez @zebb biofilm masszivabb 3 dimenziés
szerkezetével magyarazhato, mely a téhit szerekkel szemben fizikai védelmet nydjt, igy a

fellletr | val6 eltavolitdst megneheziti.
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11. téblazat: A vizsgélt fertlenit szerek biofilm eltavolitd hatés vizsgélatainak emédyei — BHI
taplevesben, rozsdamentes acél (Wnr1.4301) fehilkedpzett, akridin naranccsal festett kilonboz
kori Pseudomonas aeruginogal CC 9027 biofilmek digitalis fényképei fertlenit szerrel vald

kezelés eltt és utan

s A biofilm kora
Fert tlenit eljaras

3. nap 7. nap 14. nap

Kontroll

Domestos 2 %

Descosal 1%

Biguanid Flache 1%

Innofluid TF klér 2%

Disquat L 1%

Cleanisept 2 %
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5.3.Penészgombak szemmel lathat6 termékkarositdsanak zgpalata kulénboz,

kereskedelemben kaphat6 palackozott forras- és aswavizekben

5.3.1. A vizualis nyomon kovetés eredményei a szénsavadaikozott vizmintdkban

Az Altalunk vizsgélt 216 minta (Eurépa 4 orszagabbérmazo, 6 kulonboz kereskedelmi
forgalomban kaphat6é palackozairénsavasforras- és asvanyvizgyik mintdjdban sem volt
kimutathatd6 szemmel lathatd termékkarositas, agaizpenészgombaval valdé beoltast kovaé
hét alatt. Ezek az eredmények arra engednek kdtetke hogy az altalunk vizsgalta 4 kulénbpz
palackozott szénsavas forras- és asvanyvizblalt fonalasgomba esetében palackozott széssav
forrds- illetve asvanyvizekben a jellemmin ség megrzési id (26 hét) alatt szabad szemmel
lathatd micélium képzdés okozta termékkarositasra és ezzel dsszefiogyasztéi panaszra nem

kell szamitani.

5.3.2. A vizualis nyomon kovetés eredményei a sz&umentes palackozott vizmintakban

A szénsavmentes palackozott forrds- és asvanywvitdkiian észlelt termékkarositas pdntjat
részletesen az 12. tablazat szemlélteti. A szésdammékmintakkal ellentétben a vizsgalatunk alatt
a szénsavmentespalackozott forrds- és asvanyvizekindegyikében észlelhet volt szabad
szemmel lathaté micélium képtés.

A palackozott szénsavmentes asvanyviz mintdkag&iza szembett) hogy minden esetben a
FV2 kodjel forrrasviznél jelentkezett a legkébi id pontban szabad szemmel lathaté micélium
képz dés, ez a kulonbség azonban a statisztikai analimgan nem tekinthetszignifikansnak. A
szénsavmentes termékmintadinkban kimutathatdé szalsémmel lathaté termékromlas
eredményeivel elvégzett varianciaanalizis nem routkit szignifikdns eltérést sem a kulonb6z

penészgombak, sem a felhasznalt forras- illetvargsizek kozott.

A vizsgalt penészgombak az aldbbi sorrendben naitathicéliumképzést a 6 kulonboz
palackozott szénsavmentes termékben:
Az els szabad szemmel lathat6 termékkarositast. damigatudNCAIM F 00673 esetében,
a beoltott AV5 és FV1 vizmintdkban észleltik a besil kdvet 12. héten mindharom
kiindulasi koncentracio esetében.
A 14. héten &. chrysogenunNCAIM F 00837 esetében, szintén a beoltott AV5 ¥4 F
valamint az AV4 vizmintakban mindharom kiindulasinkentracional.
A 18. héten az AV4 kédu vizmintamk fumigatudNCAIM F 00673 ésF. oxysporunCC F
36 torzsekkel beoltott palackjaindl is jelentkeaztibad szemmel lathatd termékkarositas.

A 20. héten termékkarositast észleltiink:

66



o aP. chrysogenuMICAIM F 00837 tdrzzsel beoltott AV3 mintakban,
o akF. oxysporunCC F 36 tdrzzsel beoltott AV5 és AV6
o valamint aC. cladosporoides<CC F 50 t6rzzsel beoltott AV4 kddjelpalackozott
forrds- és asvanyvizmintakban.
A 24. héten
azA. fumigatusNCAIM F 00673 tdrzzsel beolto&V6, AV3 és FV2;
o aP. chrysogenuMICAIM F 00837 torzzsel beoltott AV6, FV2
o akF. oxysporunCC F 36 torzzsel beoltott FV1, AV3
0 a C. cladosporoidesCC F 50 torzzsel beoltott AV5 valamint FV1 mintdkba

észleltiink termékkarositast.

o

Végll a 26. héten jelent meg szemmel lathat6 tekdmélsitas
o aF. oxysporunCC F 36 térzzsel beoltott FV2 kddjel
o valamint a C. cladosporoidesCC F 50 torzzsel beoltott AV6, AV3, FV2

termékmintakban.

67



12. tablazat: A szabad szemmel lathaté termékkaosiegjelenésének igontjai a vizsgalt penészgombakkal beoltott, 268C+ mérsékleten

inkubalt palackozott szénsavmentes forras- és gsizaknél

Termékminta kédja

A beoltastol eltelt id (hét)

F. oxysporum

C. cladosporoides

A. fumigatus

P. chrysogenum

CCF 36 CCF 50 NCAIM F 00673 NCAIM F 00837
K1 K2 K3 K1 K2 K3 K1 K2 K3 K1 K2 K3

FVv1 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 = kiindulasi koncentracié 10 TKE/100 ml;
K2 = kiindulasi koncentracié 10-50 TKE/100 ml;
K3 = kiindulasi koncentracié 100-500 TKE/100 ml

FV= palackozott forrasviz

AV= palackozott &svanyviz
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5.3.3. A vizudlis nyomon kovetés eredményei a beoltashozelliasznalt kulonbdz
penészgomba fajok esetében a szénsavmentes palaokioZorrds- és asvanyviz
termékmintaknal

A szénsavmentes palackozott forras- és asvanywigetenintak esetében a szabad szemmel lathat6

termékkarositas eredményeit vizsgalva megallapithatogy:

A termékkarositas megjelenésének pidntja a vizsgélt fonalasgomba fajok kiindulasi
(beoltasi) telepképz egység szamtdl nem figgott, az minden azonos auémentes
termékmintanal vizsgalt fonalasgombanként egpéh jelentkezett. (lasd 12 tblazat)
A szénsavmentes termékmintak esetében a szabadstéithaté mértéktermékkarositas
95% - os konfidencia szinten szignifikans eltéré&snh mutatott sem a vizsgalt fonalasgomba
fajok, sem a kilonbozpalackozott forras- és asvanyvizek kozott.
Az aldbbiakben részletezett tapasztalati sorrejotiszemlélteti a 16. abra.
0 A szabad szemmel lathat6é termékkarositas bar validzpontban, de jellemzn
el szor azA. fumigatusNCAIM F 00673vagy aP. chrysogenumICAIM F 00837
esetében jelentkezett. Ez aldl egyedil az AV6 Rodjsvanyviz a kivétel, aholR
oxysporumCC F 36 torzzsel beoltott mintaknal jelentkezétsedr szabad szemmel
észlelhet termékkarositas
o Minden vizsgalatunkba bevont szénsavmentes palatkozforras- és
asvanyvizmintanal jellemen sorrendben harmadikkéntFa oxysporumCC F 36
torzzsel beoltott mintaknal jelentkezett szabadrsmel észlelhet termékkarositas
(kivétel a fent emlitett AV6 kodjeltermékminta) és végul@. cladosporoide€C F
50 torzzsel beoltott mintak esetében volt a leghbgdapasztalhatd a termékkarositas
(20-26. hét).
Fujikawa (1999) és munkatarsai azonos nemzeti#plasgomba fajokkal végzett hasonl6
kisérletiben a beoltds &l sterilezett palackozott asvanyvizekben 1 hénétpltével
tapasztalt szemmel lathatd termékkérosit@stchrysogenumNCAIM F 00837 ésC.
cladosporoideCC F 50 esetében. A parhuzamosan végzett, nestedlezett palackozott
asvanyvizekkel végzett kisérleteiben azonban egjg@ltnem tapasztalt szemmel lathatéd
micélium nodvekedést. Fujikawa a jelenséget a kiséaktériumflora gatlé hataséaval
magyarazza. Az emlitett szakirodalmi eredményekr@lentmondanak az A&ltalunk
tapasztaltak. A termékmintainkban sterilezés nélkil, a kisébaktériumfléra ellenére is
minden egyes szénsavmentes palackban minden \tizGgé@lasgomba tbrzs esetében
tapasztaltunk szemmel lathaté micélium fd@st a vizsgalt icszak alatt.
Az altalam leirtakhoz hasonl6 eredményélazamolnak be Criado (2005) és munkatarsai.

Szénsavmentes palackozott asvanyvizbe olRa&hicillium citrinum esetében 20 hét,
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Cladosporium citrinum esetében 23 hét elteltével tapasztaltak szemmel lathato
termékkarositast, mig a mi mérési eredményBinghrysogenumiCAIM F 00837 esetében
mar a 14. hétl, C. cladosporoidesCC F 50 esetében azonban a szakirodalmi
eredményeknél valamivel késb, a 24-26. héten mutattak a micéliumok megjelenés
Criado kisérleteiben a beoltdst megekn 5 honapon keresztul aikubalt PET palackos
asvanyvizek esetében joval hamarabb, 1 hoénap élédltis tapasztalt szemmel lathato
termékkarositast, melyet a PET palackbdl kioldédénses anyagokkal magyaraz. Mi a
kisérleteink soran einkubalast nem alkalmaztunk.

Més szakirodalmi adatok (Cabral & Pinto, 2002) stea legtobb esetbeRenicillium spp.
illetve C. cladosporioidesfajok felel sek a kereskedelemben kaphaté szénsavmentes
palackozott forrds- és &svanyvizek szemmel lathatdnékkarositasaért. Ezek az a
megfigyelések szintén alatamasztjak azon eredmékgimelyek szerint a fonalasgombék

potencidlis termékkarositok a szénsavmentes fogsaidsvanyvizek esetén.

B A. fumigatus NCAIM F 00673 @ P. chrysogenum NCAIM F 00837 M F. oxysporum CC F 36 OC. cladosporoides CC F 50

(hét)

Inkubalasi id

28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

Fv1 Fv2 AV3 AV4 AV5 AV6

Vizsgalatba bevont palackozott szénsavmentes ivoviz termékmintak

16. abra: A szemmel lathat6 termékromlas megjetaredslegkorabbi észlelése a vizsgalt

penészgombékkal beoltott, 25°C-osrtérsékleten inkubélt palackozott szénsavmenteddoés

asvanyvizeknél

FV= palackozott forrasviz; AV= palackozott asvamyvi
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5.3.4. A vizudlis nyomon kdvetés eredményeinek dsszefogah

A vizualis nyomon kovetés soran szignifikAns ekétalaltunk a szénsavas (beleértve az enyhén
szénsavas termékmintdkat is) és a szénsavmentegkmibzott. A szénsavas termékmintak
esetében a vizsgalt ithrtam (26 hét) alatt egyetlen termékmintdban dakut ki szabad szemmel
észlelhet termékkarositas. Ezzel szemben a szénsavmentegkiaintaknal bar kilonboz

id pontokban, de végil minden egyes beoltott palac&sdkeltink szemmel lathaté micéliumokat,
még azoknal a palackoknal is, ahol a kiindulasiitimm koncentracio igen kicsi (10 konidium/100
ml) volt. A szabad szemmel lathaté termékkérosoa@gjelenési idpontjai kdzott 95% - os
konfidencia szinten sem a vizsgalt forrds- €s asxaek esetében, sem a beoltott fonalasgombak
esetében nincs kimutathaté kilonbség. A termékkaosnegjelenésének idontja nem fugg a

vizsgalt fonalasgomba fajok kiindulasi (beoltaslepképz egység szamtol sem.

Eredmények arra mutatnak ra, hogy a palackozotissxénentes forras- illetve asvanyvizekben a
fonalasgombak igen kis kiinduldsi koncentracio éses a minség megrzési id alatt szabad
szemmel lathatd micélium képdést okozhat, igy az ezzel Osszefugmgyasztéi panaszok
veszélye nagy. A szabad szemmel lathatd micéliunpz ks veszélyét fokozza, hogy a
szénsavmentes forrds- illetve asvanyvizek eltabtidagi ideje altalaban hosszabb, mint az altalunk

nyomon kovetett 26 hét, az jellenen 52 hét.
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5.4. Tulél telepképz egység szdm meghatarozas eredményei

A telepképz egység szam meghatarozas részletes eredményginsasas forras- €s asvanyvizek
esetében a 13.-16. tdblazatok, szénsavas termékmadetében pedig a 17.-20. tablazatok
tartalmazzak, a tendencidkat a szemléletesség &ddiahmalasgomba fajonként egy-egy jellemz

oszlop diagramokkal is szemléltetem a kovetkaifejezetekben (17.-24. abrék).

5.4.1. Tulél telepképz egység szama szénsavas palackozott vizmintakban

A vizualis nyomon kdvetés mellett az élelepképz egyseg vizsgalatokat is elvégeztik. A 6
kilonb6z szénsavas forrds- €s asvanyvizzel (6sszesen 2idiatik) egy idben végzett kisérletek
eredményei alapjan egyértelan megéllapithatd, hogy a szénsavas palackozottsforés
asvanyvizmintakban a kiindulasi éelepképz egység a vizsgalt idartam alatt az 6sszes vizsgalt
fonalasgomba torzsnél csokkenést mutat. A kimutéathaelepképz egység szam csokkenés
mértéke penészgomba torzsenként elt@it, a statisztikai analizis 95% - os konfidens@nten
szignifikans eltérést mutatott ki &z fumigatudNCAIM F 00673esetében, ahol a tulélés jelesen
hoszabb volt, mint az 0Osszes tobbi vizsgalatba vpahészgomba torzsnél. A részletes

eredményeket a 13.-16. tdblazatok tartalmazzak.
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13. tAblazat: TulélF. oxysporunCC F 36 telepszdm a vizsgalt palackozott széndavas- €s asvanyviz mintaba val6 beoltas utan

H log TKE/100m|
AV7 Fv8 FV9 AV10 AV11 AV12

0 1.0( 1.49 2.51 0.81 1.5] 2.44 0.9¢ 1.49 2.44 0.9( 1.5€ 2.5( 0.95 1.4¢ 2.4 1.0¢ 1.4€ 2.44
1 0.8§ 1.2§ 2.41 0.6( 1.34 2.0 0.7¢ 1.3( 2.31 0.3( 1.43 2.44 0.7( 1.2( 1.3( 0.7¢ 1.34 2.34
2 0.4§ 1.0( 1.24 0.3( 1.04 1.91 0.4§ 1.11 1.9% NK 1.15 1.99 0.3( 0.7§ 1.04 0.6( 1.23 1.6]
3 NK 0.8f 1.1 NK 0.9¢ 1.44 0.3( 0.4§ 1.34 0.0§ 0.9( 1.34 NK NK 0.8 0.4 1.0§ 1.34
4 0.0§ 0.3( 0.9¢ 0.0§ NK 1.04 NK NK 1.2 -0.7( NK 0.8 0.0§ 0.2( NK NK 0.6( 1.04
6 NK NK NK NK -0.14 NK 0.0§ -0.4( 0.6( NK 0.3( NK NK -0.7( 0.04 0.3( NK 0.3(
8 0.0§ 0.2( NK -0.1( NK -0.4( NK -0.4( 0.51 NK NK NK 0.2( NK
10 NK NK NK NK 0.39 NK -0.4( NK 0.2¢
12 NK NK NK

H= mintavétel idpontja (hét); TKE = telepképzegység;

NK = nem kimutathato;

eredmények kék = 250 ml minta membranszs eredményébszamolt eredmények

14. tablazat: TulélC. cladosporoide€C F 50 telepszdm a vizsgélt palackozott széndawas- €s asvanyviz mintaba valo beoltas utan

AV= Asvafyv  FV= Forrasviz;

Szinkoghiros = 500 ml minta membransgs eredményéh szamolt

H log TKE/100m|
AV7 Fv8 FV9 AV10 AV11 AV12

0 0.81 1.4§ 2.5( 0.95 1.5] 2.44 0.9¢ 1.4§ 2.44 0.7§ 1.49 2.44 0.81 1.4¢ 2.44 0.9( 1.4€ 2.5]
1 0.7( 1.15 2.14 0.3( 1.0§ 2.14 0.6( 1.2§ 2.2] 0.3( 1.15 2.24 0.6( 1.34 2.34 0.7( 1.2€ 2.0
2 0.3( 1.04 1.84 0.0( 0.7¢ 1.74 0.7¢ 0.95 1.54 0.0( 0.9¢ 1.5 0.4§ 1.14 1.84 0.4¢ 1.04 1.64
3 NK 0.95 1.34 NK NK 1.24 0.3( 0.7( 1.04 NK 0.4§ 1.04 NK 0.6( 1.5 0.3( 0.7§ 1.34
4 0.0§ NK 1.0( 0.0§ 0.0§ 0.7( NK NK 0.84 0.0§ NK 0.8 -0.1( NK 0.9 NK 0.3( 1.11
6 NK 0.3( NK NK NK NK 0.0§ -0.1( NK -0.4( 0.2( NK -0.1( 0.3( NK 0.0§ NK 0.44
8 NK 0.2( 0.54 NK NK 0.2( NK -0.4( 0.34 NK NK 0.2( NK 0.45 NK
10 -0.7( NK NK NK -0.4( NK NK 0.2¢
12 NK NK NK

H= mintavétel idpontja (hét); TKE = telepképzegység;

NK = nem kimutathato;

eredmények kék = 250 ml minta membranszs eredményébszamolt eredmények

AV= Asvafyv  FV= Forrasviz;

Szinkoghiros = 500 ml minta membransgs eredményéh szamolt

73



15. tablazat: TulélP. chrysogenuMlCAIM F 00837telepszam a vizsgalt palackozott szénsavas faggadsvanyviz mintaba valo beoltas utan

H log TKE/100ml
AV7 FV8 FV9 AV10 AV11 AV12
0 0.8t 1.5¢ 2.59 0.9¢ 1.5¢ 2.56 1.0( 1.5§ 2.57 0.7¢ 1.5§ 2.6( 0.9¢ 1.57 2.59 0.9(¢ 1.5¢ 2.56
1 0.6( 1.4§ 2.21 0.7¢ 1.4( 2.14 0.8¢ 1.3( 2.41 0.4¢ 1.4¢ 1.9 0.6( 1.85 2.03 0.3( 1.1§ 2.37
2 0.3( 1.0( 1.99 0.4¢ 1.2( 1.89 0.4¢ 1.04 2.3( 0.3( 1.04 1.76 0.4¢ 1.91 1.89 0.4¢ 0.8¢ 1.79
3 NK 0.4¢ 1.44 NK 0.9¢ 1.5] NK 0.7( 1.2 NK 0.9¢ 1.26 NK 0.9¢ 1.4( NK 0.3C 1.39
4 0.0¢ NK 1.09 NK NK 1.0d 0.0¢ NK 0.9( 0.2(C NK 0.8 0.0¢ 0.6( 1.2 0.3( NK 1.1
6 -0.4( 0.2( 0.8 0.0¢ 0.3C 0.7 -0.4¢ 0.4 NK -0.7¢ 0.2( NK -0.4( NK 0.9 -0.7¢ 0.3( 0.8
8 NK -0.4( NK -0.7¢ -0.10 NK NK -0.27 0.44 NK NK 0.54 NK 0.0§ NK NK -0.4( NK
10 NK 0.2( NK NK 0.3( NK -0.4( -0.4( NK 0.3( NK 0.34
12 NK| NK NK NK NK NK NK NK
H= mintavétel idpontja (hét); TKE = telepképzegység; NK = nem kimutathato; AV= Asvaiyv FV= Forrasviz, Szinkogiros = 500 ml minta membranszs eredményéb szamolt

eredmények kék = 250 ml minta membranszs eredményébszamolt eredmények

16. tAblazat: TulélA. fumigatudNCAIM F 00673telepszam a vizsgalt palackozott szénsavas fokgdgsvanyviz mintdba valé beoltas utan

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

0 0.9t 1.62 2.61] 0.9C 1.62 2.62 0.8¢ 1.5¢ 2.61| 0.9C 1.6C 2.61] 0.9t 1.62 2.63 0.9C 1.62 2.61
1 0.9C 1.5€ 2.5¢ 1.0C 1.5¢ 2.6C 0.9C 1.5:2 2.5¢ 0.8¢ 1.57 2.5¢ 1.04 1.6€ 2.67) 0.7¢ 1.57 2.61
2 1.0C 1.5¢ 2.57 0.9¢ 1.6C 2.5]] 0.7C 1.4¢ 2.51| 0.9C 1.5¢ 2.5¢ 0.9C 1.77 2.6( 0.9C 1.5¢ 2.5¢
3 0.8¢ 1.52 2.4¢€ 1.0C 1.4¢ 2.4¢ 0.7¢ 1.4¢ 2.4¢ 0.7¢ 1.51 2.57 1.0C 1.7¢C 2.5¢ 0.7C 1.54 2.5¢
4 0.7¢ 1.4¢ 2.5% 0.9C 1.51 2.54 0.6C 1.4¢€ 2.3¢ 0.9C 1.5: 2.5¢€ 0.9C 1.6€ 2.5€ 0.6 1.4¢ 2.51
6 0.7¢ 1.4F 2.4F 0.7¢ 1.4t 2.47 0.4¢ 1.4¢ 2.3€ 0.7¢ 1.4¢ 2.5¢% 0.8t 1.62 2.31 0.8¢ 1.42 2.4¢
8 0.78 1.54 2.41 0.70 1.48 2.p5 0{70 143 3.23 D.85 1.48 2,51 0]0.9 1.5 2.4 0.7B 1.40 2.45
10 0.9C 1.3¢€ 2.34 0.6C 1.2¢€ 2.2¢€ 0.6C 1.3C 2.0¢ 0.7C 1.4: 2.47 0.7C 1.52 2.3 0.7C 1.41 2.41
12 0.7¢ 1.4t 2.34 0.7 1.0¢ 2.2¢ 0.3C 1.3€ 1.95 0.7¢ 1.3C 2.4¢ 0.7¢ 1.3¢ 2.21 0.6C 1.34 2.38
26 0.1¢ 0.62 1.0C 0.1% 0.51 0.91| 0.34 0.5¢ 1.0€ 0.2C 0.3¢ 0.94 -0.7C -0.1C 0.2( 0.34 0.8¢ 1.0¢

H= mintavétel idpontja (hét); TKE = telepképzgység; AV= Asvanyviz; FV= Forrasviz, irs@d: piros = 500 ml minta membransgés eredményébszamolt eredmények
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5.4.1.1.Tulél telepképz egység szam &. oxysporumCC F 36t6rzzsel beoltott szénsavas
mintaknal
Minden F. oxysporumCC F 36 tdrzzsel beoltott szénsavas mintakban egyértetmbkken
tendencia volt kimutathaté a telepképegységek szamaban. A telepképmység eredmények
gyakorlatilag minden szénsavas termékmintdban hdasormlakultak, 95% - os konfidencia szinten
szignifikans kuldonbség nem volt kimutathat6, ez&tlop diagramban egy példan keresztil (17.
abra) szemléltetem a lent részletezett tendenciat:
A kimutathatd telepképz egység szdm a legkisebb konidium koncentraciowdlo (
konidium/100 ml) beoltott termékmintakban jellerem a 6., két esetben (FV9, AV12)
pedig a 8. hét alatt nullara cstkkent.
10-50 konidium/100 ml kiindulasi koncentracio eseté membranszéssel kimutathato
telepképz egység 2-3 hét alatt egy nagysagrenddel csokkesty 10 hét mualva (FV8
esetén a 8. héten) mar nem volt kimutathato tefgpkégység az 500 ml-re emelt térfogatu
mintaban sem.
100-500 konidium/100 ml kiindulasi koncentracior&élmembranszéssel kimutathato
telepképz egység hasonléan, 2-4 hetenként csokkent egy-agysagrenddel, igy az 500
ml-ben kimutatott telepképzegység 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 koncentracié 100-500 konidium /100 ml ||
E
o
o
—
" 1.00
¥
|_
D
o
0.00 -
-1.00 -

0 1 2 3 4 6 8 10 12
Mintavétel id pontja (hét)

17. abra: Tulél F. oxysporunCC F 36 telepképzegységek szama az AV7 kddszadmu szénsavas

asvanyviz mintaba valo beoltas utan. TKE = telepké&gység
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5.4.1.2.Tulél telepképz egység szam &. cladosporoides CC F S0rzzsel beoltott szénsavas
mintaknal
A telepképz egység eredményeket oszlop diagramban egy példémsatil (18. abra)
szemléltetem. Minden, a vizsgélt cladosporoide€C F 50 térzzsel beoltott szénsavas mintaban, a
F. oxysporumCC F 36 torzzsel beoltott mintakhoz hasonl6an dgirér cstkken telepképz
egység tendenciat mértink, a kilonbdermékmintak eredményei k6zott 95% - os konfidanci
szinten szignifikans kilénbség nem mutathato kitakel telepképz egység szadm az aldbbiak
szerint alakult:
A kimutathato telepképzegység a legkisebb konidium koncentraciéval (<dfidium/100
ml) beoltott termékmintaknél az AV7, FV8 kbdjelermékmintak esetében 6-, az 6sszes
tobbi vizsgalt palackozott szénsavas forrds- ésrdasiz esetében 8 hét alatt csokkent
nullara
10-50 konidium/100 ml kiindulasi koncentracio eseté membranszéssel kimutathato
telepképz egység 2-3 hét alatt egy nagysagrenddel csokkeajt] jellemzen a 8. héten
mar nem volt kimutathaté telepképegység az 500 ml-re emelt térfogatd mintaban sem.
100-500 konidium/100 ml kiindulasi koncentracior&élmembranszéssel kimutathato
telepképz egység hasonléan, 2-4 hetenként csokkent egy-agysagrenddel. Az 500 ml-

ben kimutatott €l telepképz egység a mérések 10-12. hetében érte el a

nullat.
3.00
W kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml
DOkiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml
W kiindulasi koncentracié 100-500 konidium /100 ml
2.00
E
o
o
—
~ 1.00
w
>4
|_
D
o
0.00 ‘
-1.00 -
0 1 2 3 4 6

Mintavétel id pontja (hét)

18. abra: Tulél C. cladosporoide€C F 50 telepképzegységek szama az FV9 kédszamu

szénsavas forrasviz mintdba valé beoltas utan. Fkdepképz egység
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5.4.1.3.Tulél telepképz egység szam &. chrysogenum NCAIM F 0083%drzzsel beoltott
szénsavas mintaknal
A P. chrysogenumMNCAIM F 00837 esetében az elekben targyalt két fonalasgomba térzsnél
valamivel nagyobb rezisztenciat tapasztaltunk mé&mintak szénsavtartalmaval szemben, de ezt a
kulonbséget a statisztikai vizsgalataink 95%-os fikemciaszinten nem tdmasztottdk ala. A
membranszt mintdkban a kimutathatd telepképzegység szam nullara csokkent a
kovetkez képpen:
A legkisebb beoltési koncentracié (<10 konidium/Ial) esetében a 8. héktt(kivétel az
FV8 kodjel minta, ahol csak a 10. héten)
10-50 konidium /100 ml esetében a 10. H€kivétel az AV10 kddjel minta, ahol mar a 8.
héten sem tudtunk kimutatni taléelepképz egységet)
a legnagyobb kiindulasi telepszamnal (100-500 kiani¢lO0 ml) minden esetben a 12.
héten
A telepképz egység eredmények a kilénbdzszénsavas termékmintdknal nem mutatott
szignifikAns kulbnbséget, igy azt oszlop diagramlignis egy példan keresztiul (19. abra)
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 id pontja (hét)

log TKE /100 ml

19. abra: Tulél P. chrysogenurMCAIM F 00837 telepképzegységek szama az FV8 kdédszamu

szénsavas forrasviz mintaba valé beoltas utan. Fikdtepképz egység
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5.4.1.4.Tulél telepképz egység szam aa. fumigatusNCAIM F 00673 térzzsel beoltott
szénsavas mintaknal
Az A. fumigatusNCAIM F 00673 esetében az et ekben targyalt 3 fonalasgomba torzsnél
szignifikAnsan ersebb rezisztencia volt tapasztalhaté a vizsgathdkmintak szénsavtartalmaval
szemben. A beoltott palackokban a tervezett 1izégalati id tartam elteltével is mértink talél
telepképz egységet. Az eredmények tukrében egy kiegésatsgélatot végeztink a beoltast
kovet 26. héten. Kimutathatd telepképegységet, még ekkor is talaltunk. A telepképpység
szam csokkenés tendencidja a kdvetképpen alakult:
<10 konidium/100 ml kiindulasi telepszam esetébenels 12 hétben igen gyengén
csokken illetve stagnalé telepképzgység szamot tapasztaltunk. A 26. héten az 56@ ml
megemelt mintamennyiségben 0,2-2,2 TKE/100 ml tiiélepképz egységet mutattunk ki.
10-50 konidium/100 ml kiindulasi telepszam esetéherls 12 hétben enyhén csokkent a
tulél telepképz egység. A 26. héten 0,8-7,6 TKE/100 ml tulélepképz egység volt
tapasztalhatd. A minta mennyiségét itt is 500 mesresltik.
A 100-500 konidium/100 ml kiindulasi koncentracigpintdknal az elz ekhez hasonléan
csekély telepképzegység szam csdkkenést tapasztaltunk. A 26. néegismételt, 500 ml-
re emelt térfogati membranseés eredményei 1,6-11,6 TKE/100 ml -t mutattak.
A telepképz egység eredményeket oszlop diagramban itt is edgap keresztul (20. &bra)

szemléltetem.

3.00 B kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml

O kiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml

B 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 . . . . . . . .
0 1 2 3 4 6 8 10

12 26
Mintavétel id pontja (hét)

log TKE / 100 ml

20. abra: Tulél A. fumigatudelepképz egységek szama az AV12 kédszamu szénsavas asvanyvi

mintaba valo6 beoltas utan. TKE = telepképnység
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5.4.2. Tulél telepképz egység szam a szénsavmentes palackozott vizmintakb

A szénsavmentes palackozott vizmintak talélelepképz egység szam eredményeinek
értékelésénél mindenképpen figyelembe kell venhiaatényt, hogy a vizsgélat sordn ameddig a
palack térfogata ezt lehe# tette, ugyanazt a palackot mintdztuk az egykdstt mintavételi

id pontokban. Minden mintavétel ¢ a homogén minta edllitAsa érdekében a palackokat
er teliesen felrdztuk, igy a hifak toredezése miatvéd nagyobb szamu éltelepképz egységet
tudtunk kimutatni, mint ha radzas nélkul, nyugalombakubaltuk volna a palackokat. Ez a
korulmeény ravilagit arra a tényre, hogy a fonalasgék telepképz egység meghatarozasa
folyékony kozegbl nem mindig ad egyeértelm eredményt. A fonalasgombak telepképz
egységszam meghatarozasanak részletes eredmény@it.-20. tablazatok tartalmazzak. A
telepszam meghatérozas emlitett nehézségeit jiléltetik a kovetkez alfejezetekben bemutatott

oszlopdiagramok (17.-24. 4brak).
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17. tabladzatTulél F. oxysporunCC F 36 telepszdm a vizsgalt palackozott szénsaeséorras- és asvanyviz mintadba valé beoltas utan

H log TKE /100 ml
FV1 Fv2 AV3 AV4 AVS5 AV6
0 0.6¢ 1.5] 2.44 0.9¢ 1.5] 2.5 0.7§ 1.5] 2.5] 0.7§ 1.51 2.49 0.7§ 1.5] 2.49 0.7§ 1.5] 2.49
1 1.0¢ 1.4§ 2.44 1.00 1.4§ 2.6 0.7¢ 1.4§ 2.6 0.7¢ 1.4§ 2.5 1.0d 1.95 2.5] 0.7¢ 1.6¢ 2.5]
2 1.0C 1.4§ 2.44 1.0C 1.3C 2.71 1.0C 1.6( 2.76 1.0C 1.6C 2.53 1.3C 2.34 2.54 1.0C 2.65 2.39
3 0.7¢ 1.60 2.56 1.30 1.65 2.81 1.1§ 1.7§ 2.8 1.3( 1.74 2.6 1.7§ 2.67 2.59 1.3( 2.71 2.54
4 1.0¢ 1.7¢ 2.57 1.3( 1.7¢ 2.9] 1.54 1.7§ 2.84 1.6¢ 1.7§ 2.76 1.95 2.9¢ 2.63 2.28 2.63 2.54
6 1.4¢ 1.7 2.6( 1.7 1.74 2.99 1.6C 1.85 2.91 1.4¢ 1.81 2.83 1.7 2.81 2.54 2.3§ 2.84 2.29
8 1.8 1.8% 2.6 1.6 1.7 3.2 1.9¢5 1.9¢ 2.9 1.6% 1.8 2.99 2.3 3.19 2.64 2.7 2.8 2.6
10 1.95 2.11 2.64 1.95 1.95 3.34 1.7§ 0.4§ 3.09 2.15 2.15 3.04 2.24 3.34 2.69 2.83 2.94 2.59
12 2.34 2.2§ 2.64 1.3C 1.4( 3.64 2.19 0.9¢ 3.3( 2.40 2.43 3.15 2.44 3.34 2.54 2.8§ 2.95 2.64
14 2.15 1.97 2.6( 1.95 2.3( 2.9 2.04 1.97 2.99 1.95 2.3( 2.9] 2.0§ 3.3 2.29 2.34 2.67 2.23
16 2.3( 1.95 2.3 1.8§ 2.0¢ 2.85 2.3( 1.95 2.79 1.8§ 1.0¢ 3.15 2.3( 3.1§ 2.65 2.85 2.5§ 2.3
18 2.15 2.11 2.51 1.7 2.0¢ 2.84 2.0§ 2.11 2.91 2.0§ 2.85 2.80 2.51 3.34 2.6] 2.9( 2.40 2.41
20 1.94 2.08 2.948 1.40 1.y8 21 1195 3.08 .68 2.04 3.04 2.34 .24 2 3.3] 2.6p 2.40 2.%1 2.B4
H= mintavétel idpontja (hét); TKE = telepképzgység; AV= Asvanyviz; FV= Forrasviz
18. tblazat: TulélC. cladosporoide€C F 50 telepszam a vizsgalt palackozott szénsaenéorras- és dsvanyviz mintadba vald beoltas utan
H LOG TKE /100 ml
FV1 Fv2 AV3 AV4 AVS5 AV6
0 0.9¢ 1.5] 2.5( 0.7§ 1.4§ 2.5( 0.9¢ 1.3( 2.471 0.9¢ 1.4§ 2.49 0.7¢ 1.4§ 2.5( 0.7¢ 1.4§ 2.49
1 1.0¢ 1.4§ 2.53 1.00 1.4¢ 2.49 0.7¢ 1.4¢ 2.49 1.0d 1.4§ 2.44 0.7¢ 1.4§ 2.49 1.0¢ 1.54 2.6(
2 0.7¢ 1.0C 2.4( 1.1§ 1.6C 2.34 1.0C 1.0C 2.4( 1.1¢ 1.4( 2.5] 1.0C 1.65 2.14 1.0C 1.65 2.5]
3 1.0¢ 1.0d 2.4] 0.7¢ 1.7§ 2.47 1.0d 1.3( 2.49 0.7¢ 2.3( 2.49 1.0d 1.7§ 2.5 1.1§ 1.8§ 2.84
4 1.0C 1.4C 2.44 1.0C 1.86 2.3( 1.3( 1.0C 2.43 1.0C 1.16 2.44 0.7( 1.86 2.34 1.3( 1.65 2.74
6 0.7¢ 1.3C 2.43 0.7¢ 1.7¢& 2.34 1.4C 1.1 2.09 1.4( 1.1¢ 2.2( 1.1 2.0¢ 2.4( 1.6C 1.7¢& 2.64
8 1.3 1.3 2.3 1.0 1.9¢ 2.4 1.4 1.3 2.3 0.7 1.54 2.4 1.0 1.9¢5 2.3 1.4 1.9¢ 2.4
10 1.4¢ 1.54 2.23 1.1§ 1.65 2.94 1.1§ 1.0C 2.04 1.1§ 1.1¢ 2.39 1.4( 2.2@ 2.09 1.7¢ 1.97 2.2(
12 1.7¢& 1.4§ 2.09 1.0C 1.3C 2.84 1.0C 0.7¢ 2.11 1.0C 1.1¢ 2.34 1.65 2.0§ 2.54 1.8¢ 2.11 1.90
14 1.0¢ 1.0¢ 2.43 0.7¢ 1.7§ 2.39 0.7¢ 1.0¢ 2.09 0.7¢ 1.1§ 2.04 1.1§ 2.0¢ 2.4( 1.4( 1.7§ 2.64
16 1.4¢ 1.30 2.4( 1.00 1.99 2.09 1.30 0.7¢ 2.39 NK 1.0¢ 2.4] 1.0d 1.95 2.34 1.4§ 1.8§ 2.49
18 1.0C 1.1§ 2.04 1.1§ 1.6C 2.53 NK 1.1 2.04 0.7¢ 0.7¢ 2.44 0.7¢ 2.2@ 2.09 1.7¢ 1.95 2.2(
20 1.0( 1.48 2.3 1.90 1.BO 1195 070 NK 411 NK NK 32.15 .65 0)2.0 2.1§ 1.49 2.04 1.90
H= mintavétel idpontja (hét); TKE = telepképzgység; NK = nem kimutathato; AV= Asyéiz; FV= Forrasviz
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19. tdblazat: TulélP. chrysogenuMCAIM F 00837telepszam a vizsgalt palackozott szénsavmentessfois asvanyviz mintaba valo beoltas utan

log TKE /100 ml

H FV1 FV2 AV3 AV4 AV5 AV6

0 0.9% 1.5¢ 2.57% 0.9C 1.4¢ 2.54 0.9C 1.6C 2.6( 1.0C 1.6C 2.54 0.9C 1.6C 2.6( 0.9C 1.5¢ 2.54
1 1.0C 1.95 2.84 1.0C 1.6C 2.73 1.0C 1.81 2.74 1.3C 1.9C 3.0 1.0C 1.8¢ 2.74 1.3C 2.2¢€ 2.74
2 1.3C 2.1€ 2.94 1.3C 1.7¢C 2.84 1.0C 1.7¢ 2.8 1.6C 2.32 3.44 1.0C 2.4€ 2.94 1.98 2.72 2.8
3 1.6C 2.3€ 3.2( 1.3C 1.7¢C 2.93 1.4¢€ 1.8¢ 2.971 2.4¢ 2.4¢€ 3.61 1.3C 2.91 3.44 2.2C 2.81 3.03
4 2.8% 2.71 3.59 1.95 1.7¢ 3.2( 1.8¢ 1.4¢ 3.1 2.6( 2.61 3.69 1.6C 2.9€ 3.6 2.3 2.92 3.24
6 2.7¢ 2.7¢€ 3.61 2.3C 2.0¢ 3.5] 2.4 1.7C 3.2( 2.85 2.7¢ 3.64 2.7¢ 3.1 3.8 2.4¢€ 3.01 3.91
8 3.2¢ 2.91 3.8 2.6C 2.2C 3.6 2.7¢ 1.8€ 3.24 2.9C 2.8E 3.84 2.9C 3.28 3.99 2.52 2.92 3.6
10 3.4€ 2.9C 3.14 2.7¢ 3.41 3.54 2.95 3.32 3.44 3.0¢€ 2.92 4.37 2.81 2.95 4.34 2.84 2.98 3.9
12 3.7¢ 3.1 3.44 3.5¢ 3.28 3.34 3.11 3.62 3.64 3.32 2.5¢ 4.217 2.98 3.34 4.6( 2.62 2.94 3.54
14 3.32 3.3C 3.79 2.8¢ 3.6C 3.61 2.91 3.6( 3.71 2.9¢€ 2.98 4.04 2.9C 3.3C 3.89 3.0¢ 3.6( 3.89
16 3.7€ 3.2C 3.81 3.28 3.2¢ 3.64 2.8% 3.5¢ 3.79 3.28 3.0¢ 3.81 2.9¢ 3.1¢ 3.6 3.11 3.5¢ 3.54
18 3.51 2.98 3.74 3.1 3.7¢ 3.34 2.72 3.45 3.64 2.91 2.8t 3.99 2.8€ 2.8t 3.6 3.0¢ 3.62 3.44
20 3.71 2.78 3.7p 2.85 3.56 3.0 2.71 3.41 3.34 2.85 3.20 3.8 2.96 3.08 3.1 3.00 3.56 3.7}

H= mintavétel idpontja (hét); TKE = telepképzgység; AV= Asvanyviz, FV= Forrasviz; ii8od:zold = 1 ml minta lemezontés eredményé&zamolt eredmények
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20. tablazat: TulélA. fumigatusNCAIM F 00673 telepszam a vizsgalt palackozott sagmentes forrds- és asvanyviz mintaba val6 beatids

log TKE /100 ml

H FV1 Fv2 AV3 AV4 AV5 AV6

0 0.9¢ 1.6( 2.63 0.9¢ 1.6( 2.62 1.0 1.6( 2.63 0.9¢ 1.61 2.61 0.7¢ 1.6 2.66 0.9¢ 1.64 2.7(
1 1.0C 1.95 2.79 1.3C 1.8¢ 2.9(¢ 1.3C 1.7C¢ 2.74 1.0 1.9¢5 2.79 1.0C 1.6C 2.84 1.0 1.85 2.79
2 1.30 2.3( 2.86 1.60 1.95 3.23 1.7¢ 1.9( 2.91 1.40 2.1¢ 2.94 1.4¢ 1.96 3.11 1.3( 1.95 3.23
3 1.7§ 2.82 3.2( 1.7§ 2.45 3.3 1.78 2.2¢ 3.08 1.48 2.5¢€ 3.44 1.6( 1.97 3.3( 1.6( 2.04 2.96
4 2.3§ 2.77 3.6 1.95 2.69 3.89 1.85 2.7] 3.3 1.7¢ 2.2¢ 3.7 1.8¢ 2.3( 3.34 1.7¢ 2.34 3.64
6 2.34 2.9¢ 3.04 1.8¢€ 2.74 3.84 1.95 2.74 3.7] 1.8¢ 2.6( 3.89 1.95 3.3( 3.34 2.2( 3.0¢ 4.3(
8 2.4 3.0 3.9 2.2( 2.8 3.59 2.37 2.67 3.7 1.95 3.0 3.7 2.1°5 3.69 3.59 2.8¢ 2.8% 3.93
10 3.3¢ 3.4¢ 3.9] 2.61] 2.9 3.94 2.89 2.9] 3.59 2.0§ 2.99 3.69 2.3( 3.64 3.89 2.4¢ 2.99 4.29
12 3.2 3.7¢ 3.34 2.4¢ 3.6¢ 3.04 2.0C 2.3( 3.34 2.1¢ 2.75 3.89 2.2% 3.8¢ 3.89 2.3( 3.45 3.15
14 3.94 3.87 3.74 2.34 3.6 3.34 2.99 2.8¢ 3.6 1.95 2.6( 3.79 2.34 3.61 3.80 1.9¢5 2.89 3.9]
16 3.49 3.84 3.6 2.23 3.4¢ 3.34 2.1§ 2.32 3.64 2.1§ 3.2§ 3.64 2.2¢ 3.5] 3.64 2.4¢ 3.1] 3.80
18 3.89 3.89 3.74 2.0§ 2.89 2.89 2.04 2.8¢ 3.79 2.0§ 2.85 3.34 2.04 3.3€ 2.79 2.0§ 2.85 3.71
20 3.8] 3.8% 3.7p 2.04 2.9( 2.9 2.08 2.6 3.69 2.04 3.54 3.7 2.1] 2.79 2.9 2.04 3.41 3.7

H= mintavétel idpontja (hét); TKE = telepképzgység; AV= Asvanyviz; FV= Forrasviz; ir8@d:z6ld = 1 ml minta lemezéntés eredményézamolt eredmények
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5.4.2.1.Tulél telepképz egység szam &. oxysporumCC F 36 torzzsel beoltott szénsavmentes
mintaknal
A vizsgaltF. oxysporumCC F 36t6rzs a kisérleteink ideje alatt tulélelepképz egység szama
ingadoz6. Tendencigjat tekintve csak a két kiselbltési koncentraciéju mintdknal mutat
noveked él telepképz egység eredményeket. A kimutathat6 telepkéggység szam novekedés
az esetek nagy részében itt sem jelgna legnagyobb ndvekedést az AV5 kodj@bvanyviz >10
TKE/100 ml kiinduldsi koncentraciojanal tapasztaku Itt kdzel 2 logaritmus ndvekedés volt
mérhet a 12. hét végén. Ezzel szemben a 10-50 konidiumih0 beoltdsi koncentracioju
mintédknal az él telepképz egység ndvekedés maximum 1 nagysagrendet tesz &itéepképz
egység eredmények a kisérletek végére a kiindidsmany kdzelébe csokkentek.
szam ers ingadozas mellett csekély mértgknaximum 2 logaritmus) emelkedést mutatott
a vizsgélt idszakban. A 20. héten mért éelepképz egység minden esetben nagyobb volt
a kiindulasi értéknél
A 10-50 TKE/100 ml beoltasi koncentracioju mintédkma él telepképz egység szam
novekedés kisebb mértékolt, de szintén minden mintanal emelkeédndenciat mutat.
Ezzel szemben a nagy kiindulasi koncentracioju akinél (100-500 konidium/100 ml) az
ingadozo él telepképz egység érték stagnalt, esetenként a kiindulask ébzelébe illetve
ala is sullyedt a vizsgélatok utolso hetében.
A telepképz egység eredményeket oszlop diagramban a szénfavas- €s asvanyviz mintak
eseményeit targyalé fejezetekhez hasonléan itlypéldan keresztiil (21. dbra) szemléltetem
A statisztikai elemzések 95%-0s konfidencia szintemutatnak, hogy &. oxysporumCC F 36
kimutathato talél telepképz egység szama a kisérleteink sordf.acladosporoidesCC F 50
torzsnél szignifikAnsan nagyobbPachrysogenuMCAIM F 00837 illetveA. fumigatusNCAIM F
00673 penészgombakénal szignifikAnsan kisebb.
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4.00 1

O kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml

D kiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml

B kiindulasi koncentracié 100-500 konidium /100 ml
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21. abra: Tulél F. oxysporunCC F 36 telepképzegységek szama az FV1 kédszamu
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0 1 2 3 4 6 8 10 12 14 16 18
Mintavétel id pontja (hét)

szénsavmentes forrasviz mintdba valé beoltas TtE.= telepképz egység
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B kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml
Dkiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml

B kiindulasi koncentracié 100-500 konidium /100 ml
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22. abra: Tulél C. cladosporoide€C F 50 telepképzegységek szama az AV3 kdédszamu

szénsavmentes asvanyviz mintaba val6 beoltas Tikdh = telepképz egység
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5.4.2.2.Tulél telepképz egység szam aC. cladosporoides CC F 5Qo6rzzsel beoltott
szénsavmentes mintaknal
A telepképz egységek szama a vizsg@lt cladosporoide€C F 50tdrzs esetében csak igen kis
mértékben emelkedett, majd a vizsgaltédtam végére kisebb ingadozassal jelleamza kiindulasi
érték ala csokkent. Ezek az eredmények egybevagnakizualis nyomon kovetés soran
tapasztaltakkal, ahol a vizsgalt fonalasgomba &2zl C. cladosporoidesCC F 50 esetén
észleltiink legkédb szemmel lathat6 termékkarositast.
A <10 és a 10-50 konidium/100 ml kiindulasi koncéoidju mintdknél a vizsgalt
id szakban él telepképz egység szam ingadozas mellett tendenciajat tekiatagnald
értékeket mértiink. Csak elvétve tapasztalhaté ggy-kiugré 0,5-1 nagysagrend
telepképz egység szam emelkedést.
A legnagyobb beoltasi koncentracioju mintdknal (500 konidium/100 ml) szintén
ingadozo telepképzegység szamot tapasztaltunk, itt azonban mindetamal csokkent a
kimutathato él telepképz egység szam a vizsgalt gzak (20 hét) végére.
Tapasztalhato volt €. cladosporoide€C F 50 torzzsel beoltott szénsavmentes mintakagly a
kulonbdz koncentraciéban beoltott azonos terméket tartabmpalackok a kisérlet soran
tobbségikben végig megtartotték a kiinduldskoemt él telepképz egység szam kulénbséget.
Ezt a tobbi vizsgalt fonalasgomba térzsnél nent konzekvensnek. Az et  alfejezetben targyalt
F. oxysporumCC F 36 esetében példaul tobbszor tapasztalhath kofy a 10-50/100 ml
nagysagrenddel beoltott mintak telepképgység szadma mar akér a 3. vizsgalati héten nedfhal
elemzések 95%-0s konfidencia szinten rdmutatnagy lrokimutathat6 tulél telepképz egység
szama a kisérleteink soraiCacladosporoide€C F 50 térzsnél szignifikansan kisebb, mint a tdbb
vizsgalt penészgomba esetében.
SzinténC. cladosporoidesCC F 50 torzzsel beoltott palackozott szénsavmeasegnyvizekkel
végeztek megfigyeléseket Fujikawa és munkatarsg®qjL Azokban a mintakban, amelyeket a
beoltas eltt sterileztek, a beoltadst kdveharmadik hénaptdl jelens novekedést tapasztaltak a
telepképz egység szamban, mig a nemsétrilezett mintdknal a mi eredményeinkhez hasonléa
telepképz egység szam stagnalasrél szdmolnak be. Ezek @méngek a feltételezett kisér
baktériumflora gatlé hatdsaval magyardzhatoak.
A kereskedelemben kaphatd palackozott szénsavmdotes- és asvanyvizek mikrobiolégiai
vizsgéalati eredményeil beszamolo6 szakirodalom szerint (Cabral & Pin@)2) C. cladosporoides

CC F 50 talalhatd a mintak 50%-ban, amennyiben lackban szabad szemmel észlelhet
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fonalasgombak okozta termékkarositas is észlelhdet a termékmintak 32 %-ban, amennyiben
azokban szabad szemmel nem észleladbnalasgomba micélium ndvekedése.

A telepképz egység eredményeket oszlop diagramban ismét elharpéeresztil (22. abra)
szemléltetem

5.4.2.3.Tulél telepképz egység szam &. chrysogenum NCAIM F 008370rzzsel beoltott
szénsavmentes mintaknal
A P. chrysogenumNCAIM F 00837 esetében szintén tapasztaltunk ingastoa szénsavmentes
minték talél telepképz egység eredményeiben, azonban az ekben targyalt két fonalasgomba
torzzsel ellentétben a tendencia egyértelmemelkedést mutat minden kiindulési koncentradion
és minden termékmintanal.
A legkisebb beoltasi koncentraciéju (<10 / 100 mintdknal az él telepképz egység
szdm ndvekedés a vizsgalt sdak végere elérte a 2-3 nagysagrendet. A lég@sebben
az FV1-, a leggyengébben az AV4 kdodjetintdban szaporodott a vizsgRIt chrysogenum
NCAIM F 00837tdrzs
A 10-50 /100 ml nagysagrenddel beoltott mintdkbanekepképz egység novekedés
valamivel mérsékeltebb (1-2 logaritmus), de egydrten kimutathato.
A legnagyobb beoltasi koncentracioval rendelkemintdknal (100-500 /100 ml) volt a
legcsekélyebb intenzitdsu (jellenen 1 logaritmus) a kimutathatd telepképmység szam
novekedes.
A statisztikai elemzések 95%-o0s konfidencia szintdmutatnak, hogy a kimutathatd tulél
telepképz egység szam a kisérleteink soranPa chrysogenumNCAIM F 00837 torzsnél
szignifikansan nagyobb, mint €. cladosporoidesCC F 50 és aF. oxysporumCC F 36
penészgomba esetében, de nem mutathatd ki széymsfikilonbség aA. fumigatusNCAIM F
00673 torzs eredményeivel szemben.
A telepképz egység kimutatdsok eredményei itt is 6sszhangberakaa vizudlis nyomon
kovetésnél tapasztaltakkal, ahdPachrysogenumICAIM F 00837 tdrzzsel beoltott szénsavmentes
mintaknal mind aF. oxysporumCC F 36 mind pedig &. cladosporoide<C F 50 torzsekkel
beoltott szénsavmentes mintakénal hamarabb jelegttkezabad szemmel lathat6é termékkéarositas.
Fujikawa és munkatarsai (1998enicillium fajok esetében szintén égljes telepképz egység
novekedésl szamolnak bea beoltott szénsavmentes palackozott asvanyvizekbbhan az
esetben, amikor a termékmintat a beoltast esterilezték. A nem sterilezett termékmintak éset
novekedést nem, csak stagnélast tapasztaltak. & ekedmények a kisébaktériumfléra géatlo
hatasara utalnak, melyet a mi eredményeink nensitenek meg. APenicillium fajok jo

szaporodoképességérszamol be Cabral és Pinto, (2002) is, akik aaldht vizsgalt, mind a
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szemmel lathatdé fonalasgomba micéliumot tartalmamind szabad szemmel észlelhet
fonalasgomba fonalat nem tartalmazé mintak 46-4@¥itlentifikaltakPenicilliumfajokat.
A telepképz egység eredményeket oszlop diagramban az ekhez hasonléan, itt is egy példan

keresztll (23. abra) szemléltetem

5.00
B kiindulasi koncentracié <10 konidium /100 ml
DOkiindulasi koncentracié 10-50 konidium /100 ml
4.00 1 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 T T T T T
0 1 2 3 4 6 8 10

12 14 16 18 20
Mintavétel id pontja (hét)

23. abra: Tulél P. chrysogenuICAIM F 00837telepképz egységek szama az FV2 kdédszamu

szénsavmentes forrasviz mintaba val6 beoltas Uitda.= telepképz 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
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0 1 2 3 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Mintavétel id pontja (hét)

24. abra: Tulél A. fumigatudNCAIM F 00673telepképz egységek szama az AV6 kdédszamu
szénsavmentes asvanyviz mintaba val6 beoltas Tikdh = telepképz egység

5.4.2.4.Tulél telepképz egység szdm aZA. fumigatus NCAIM F 00673torzzsel beoltott
szénsavmentes mintaknal
Az A4ltalunk vizsgaltA. fumigatusNCAIM F 00673 torzzsel beoltott szénsavmentes mintaknal
hasonlé tendencidkat tapasztaltunk, minP.achrysogenumNCAIM F 00837 esetében Ezen
eredményekkel szintén jol egyeznek a vizudlis nyorkdvetésnél tapasztaltak, ahol a vizsgalt
szénsavmentes palackozott forrds- és asvanyvizédénéderméknél aA. fumigatus(FV1, AV5),
két esetben &. chrysogenunNCAIM F 00837 (AV3, AV4) okozott el szér szabad szemmel
észlelhet termékkarositast két esetben pedig mindkét fogataba torzzsel beoltott mintaknal egy
id ben jelentkezett a szemmel lathatd termékromlas.
A legkisebb beoltasi koncentraciéju mintdk (<10 kiwam /100 ml) esetében telepképz
egység szam novekedés valtozdé méri@k3 logaritmus), de minden mintanal kimutathato.
A kozepes beoltasi koncentraciéju mintaknal (10Kahidium /100 ml) az ek ekhez
hasonl6 nagysagend telepképz egység szdm emelkedés tapasztalhaté a vizsgalt
id tartamban.
A legvisszafogottabb telepképzegység nodvekedést itt is a legnagyobb kiindulasi
koncentracioju (100-500 konidium/100 ml) mintaktegasztaltuk.
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A statisztikai elemzések 95%-0s konfidencia szim@mutatnak, hogy a kimutathat6 telepképz
egység szama a kisérleteink sorak gumigatudNCAIM F 00673 torzsnél szignifikAnsan nagyobb,
mint a C. cladosporoide<CC F 50 és &. oxysporumCC F 36 penészgomba esetében, de nem
mutathat6 ki szignifikans kulonbség & chrysogenunNCAIM F 00837 torzs eredményeivel
szemben.

A telepképz egység eredményeket oszlop diagramban ismét elgarpéeresztul (24. abra)
szemléltetem.

5.4.3. Atulél telepképz egység szdm meghatarozas eredményeinek 0sszefdgkal

A szénsavas termékmintaknala membranszéssel illetve lemezontéssel meghatarozott tulél
telepképz egység szam alapjan megallapithatd, hogy a vizggEészgomba fajok tulélése
egyrészt a vizsgalt fonalasgomba torkz&iggot, masrészt attol, hogy a vizsgalt palackofmras-

és asvanyvizmintak szénsavat tartalamztak-e. Neinkirautathatd szignifikans kulénbség a a
kulonbdz kiindulasi koncentraciok illetve a kulonbozpalackozott forras- és asvanyvizek
(eltekintve a szénsavtartalomtol) kdzott.

A tulél telepképz egység meghatarozas eredményei a szénsavas [zaicKorras- és
asvanyvizmintdkban egyértelnsstkkenést mutattak, @& fumigatudNCAIM F 00673kivételével

a vizsgdlt idtartam végén nem mutattunk ki talételepképz egységet. Ezzel szemben a
szénsavmentes palackozott forrds- és asvanyvizakmak egyes esetekben kimutathatd volt lassu
csokkenés, stagnalas és jelenszaporodas is a kimutatott tuléelepképz egységek szama
alapjan.

A szénsavtartalommal szemben a legellenéllobAafumigatusNCAIM F 00673 volt, és ez a
kildmbség szignifikAnsnak mutatkozott az 6sszebitdlzsgalt penészgombaval szemben. Az
fumigatusNCAIM F 00673 torzzsel beoltott termékmintdkbantapasztalhato lassu telepképz
egység szam csokkenés az ifliggvényében, azonban még a 26. héten megisnréietazas
alkalmaval is kimutathat6 volt tuléltelepképz egységaz 6sszes szénsavas termékmintdbaRn. A
chrysogenunNCAIM F 00837aF. oxysporunCC F 36ésC. cladosporoide€C F 50 nem élte tul

a szénsavas termékmintakba val6 beoltast kdv2thetes vizsgalati idartamot.

Osszességében megallapithatd hogy ez utbbi héamaasgomba torzs esetén az sszes szénsavas
termékmintdban a kimutathaté telepképzgység szam kis beoltasi koncentracié (<10
konidium/100 ml) esetében 6-8, kbzepes beoltdstéwminacio (10-50 konidium/100 ml) esetén 8-
10, mig magas kiindulasi koncentracié (100-500 #mmn/100 ml) esetén 10-12 hét alatt a
kimutathatosagi hatar ald csokkent. Az enyhén saésstermékmintakban (szénsavtartalom < 4,5
g/l) a telepképz egység csokkenés lassabban ment végbe, mint aolitagyzénsavtartalmu

termékmintaknal, azonban ez az eltérés nem mutattkezignifikansnak.
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A kimutathat6 telepképzegység csokkenés mértéke tehat fonalasgomba néérseeltér, de
minden szénsavas termékmintanal kimutathaté vaty mredmény alatamasztja a vizualis nyomon
kovetésnél tapasztaltakat.

A szénsavmentestermékmintakban a beoltast koveh a kimutatott telepképz egységek
szdmaban ndvekedést tapasztaltunk, mely egyeskbanéerteljessé valt, mas esetekben csekeély
maradt, st a vizsgaltC. cladosporoide€C F 50tdrzs esetében a vizsgalt sxak végén telepképz
egység csokkenés is trdult. Osszehasonlitva a felhasznalt fonalasgotdtzseket, elkilonithet
tendencidkat allapithattunk meg. Nem volt kimutihsrignifikans kulénbség B. chrysogenum
NCAIM F 00837 és azA. fumigatusNCAIM F 00673 esetében a kimutathatd telepképz
egységszamban, R oxysporumCC F 36és aC. cladosporoide€£C F 50penészgomba torzsek

kimutathato telepképzegységszama ezzel szemben szignifikansan aladdomgla mutatkoztak.

5.5. A vizualis nyomon kovetés és a telepképzegység meghatarozds eredményeinek
O0sszevetése
A szabad szemmel lathaté termékkarositapadtjaban vizsgalt fonalasgombak telepképgység
szama és a termékkarositas megjelenéséngontia kozott a nagyszamu (432 palack) mintank
vizsgalata alapjan nem mutatathatd ki 6sszeflug§gseredményeket ebba szempontbdl a 25.
abra szemlélteti. A diagram alapjan az allapithatfy, hogy a szemmel lathaté termékkarositas
megjelenésének pillanataban G cladosporoidesCC F 50 eseténvolt a legkisebb, aP.
chrysogenunNCAIM F 00837esetén pedig a legnagyobb a kimutathat6 telepképgység szam.
Itt kell azonban megemliteni azt a korulményt, hegyizudlis nyomon kovetés és a telepképz
egység meghatarozas nem azonos palackokbol toéserd, mintdk kezelése is némileg eltért. A
vizudlis nyomon kodvetéshez hasznélt palackokatribetétforgattuk ugyan, de er mechanikai
razkddasnak nem tettik ki, mig az éélepképz egység meghatarozasanal minden alkalommal
er sen felrdztuk a palackokat a homogén mintavétghtlo@l, ami a hifak téredezésével jarhatott,
igy relative nagyobb telepképegység szamot eredményezhetett. Szintén emliéédegnes az a
tény is, hogy tébb esetben (jelleren aC. cladosporoidesCC F 50 esetében) a kimutathato
telepképz egységek szama az idhaladtaval a szénsavmentes palackozott forras- és
asvanyvizmintdkban is csokkent, igy fetdult olyan eset is, hogy a szemmel lathaté
termékkarosodas igpontjAban nem az abszolut értelemben vett legndggbbtelepképz egység
szamot mértik. A mintdban ez esetben mar a csokiadapképz egység szamot mutattunk Ki.
Szakirodalmi adatok (Cabral & Pinto 2002) alatarjdkzazon megfigyelésiinket, mely szerint az
aktudlisan kimutathato éltelepképz egység és a szemmel lathaté fonalasgomba okozta

termékkarositas nem feltétlen van egymassal 6sgbhaan
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B A. fumigatus NCAIM F 00673

m P. chrysogenum NCAIM F 00837
4.00 -

m F. oxysporum CC F 36
B C. cladosporoides CC F 50

log TKE /100 ml

FV1 Fv2 AV3 AV4 AV5 AV6
Termékminta kodja

25. abra: Telepképzegységek szama a szemmel lathatd termékromlaslmegsének észlelésekor

a vizsgalt szénsavmentes palackozott forras- éngsiz termékmintakban
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5.6. Uj tudomanyos eredmények

1. A torzsgy jteményiPs. aeruginosaéATCC 9027 a vizsgalt rozsdamentes acél (Wnr1.4301)
felileten, szénsavmentes &svanyvizben kisebb mértékegtapadast mutat, mint a
viznyer helyr | izolalt Ps. stutzerCC B 21

2. Mindkét vizsgalt toérzsnél (viznyemelyr | izolalt Ps. stutzeriCC B 21 valamint
torzsgy jteményb| szarmazé Ps. aeruginosaATCC 9027 megallapitottam, hogy a
rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) felileten valé6 meglap kezdetben inhomogén, majd
kés bb homogén biofilmet eredményez, mely szénsavmeigesnyvizben joval gyengébb

EPS képzdést mutat, mint az idealis kdrnyezetet modelBE| taplevesben.

3. A RABIT impedimetrias berendezés illetve telepsZiéd eredményeinek Osszevetése
alapjan megallapitottam, hogy a biofilmek felnit szerekkel szembeni rezisztencidjanak
nyomon kovetésére az impedimetrias modszer érzékbny mint a hagyomanyos

telepszamlalas.

4. A szénsavmentepalackozott forras és asvanyvizeknél megallapitgttaogy a vizsgalt 26
hét alatt a beoltott termékmintakban a fonalasgeém@@ oxysporumCC F 36, C.
cladosporoide€C F 50,P. chrysogenumICAIM F 00837,A. fumigatuNCAIM F 00673)
tulélést, egyes esetekben telepképegység szam novekedést mutatnak. A vizsgalt
fonalasgombak a 26 hét alatt még igen csekély Widwd koncentracido esetén is (<10
konidium/100 ml) micéliumképzés révén szabad szdrétteato termékkarositast okoznak,
igy a teljes minség megrzési id alatt (52 hét) a micélum ndvekedés kockézata jetem

termék min sége megnyugtatéan nem biztosithato.

5. Megéllapitottam, hogy a szabad szemmel lathatoéiekérosodds megjelenési bntjai
kozott 95% - os konfidencia szinten sem a vizsgafinsavmentes forras- €s asvanyvizek
esetében, sem a beoltott fonalasgombak esetébers rkimutathatd kulénbség. A
termékkarositas megjelenésének piontjia nem fligg a vizsgélt fonalasgomba fajok

kiindulasi (beoltasi) telepképzgység szamtol sem.

6. A szénsavaspalackozott forrds és asvanyvizek esetében kitamathogy szignifikans
kildonbség mutatkozik aa. fumigatusNCAIM F 00673és a tobbi vizsgalt penészgomba

torzs talélése kozott. K. oxysporunCC F 36,C. cladosporoide€C F 50,P. chrysogenum
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NCAIM F 00837 fonalasgombak 12 hét elteltével nemtamak tulélést, a feltételesen
humanpatogérA. fumigatusNCAIM F 00673 esetéberviszont még 26 hét elteltével is

kimutathato tulél telepképz egység. A vizsgalt penészgombéketében a szénsavas
termékmintaknal a jellemzmin ség megrzési id (26 hét) alatt nem alakul ki szabad

szemmel észlelhetmicélium novekedés, azaz szabad szemmel lathawé k&arositas.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) fellleRseudomonas stutzefiC B 21ésPseudomonas
aeruginosaATCC 9027 altal képzett boifilmek kialakuldsanak vizsgalataas a felllet
kozvetlen megfestésével és mikroszkdpos képarsgiziszsgaltam a kialakult biofilmeket.
Mindkét vizsgaltPseudomonasdrzsnél jol kirajzolodo telitési gorbét sikerddtallitani.
Ezek az eredmények arra mutatnak ra, hagpiofiimek kialakulasat kdzvetlenul a
fellleten vizsgald mddszerek képet adhatnak a biddin kialakulas kinetikajardl . A
méréseim soran kidolgozott festési eljards szamosye (archivalhaté digitalis képek,
szamszersithet eredmények, a felllet kbzvetlen vizsgalata és alizalas lehetsége)
mellett hatranya, hogy az élelmiszeripari gyaktdat csak igen nehezen hasznalhat6 fel.
Javasolt tehat a joben olyan modszerek kidolgozasa, amely a fellldtékvetlen
vizsgalatat ugy teszi lehaté, hogy az a mindennapos gyartasi gyakorlatbdlgszthet

legyen, abbdl rendszeres mikrobiolégiai monitomngdszer legyen kidolgozhato.

Eredményeim arra mutatnak ré, hogy vizszintes aymsthetes acél fellileten a vizsgalt
Pseudomonas stutze€C B 21 illetve Pseudomonas aeruginosATCC 9027 torzsek
biofilm képz tulajdonsadga mind az optimalisnak tekinthet BHI taplevesben, mind a
tapanyagszegény szénsavmentes asvanyvizben jelenf Pseudomonagrzsek jelenléte
tehat az asvany- illetve forrasviz palackozassglafkoz6 zemek esetében éppen olyan
jelent s, mint mas élelmiszeripari termekrileteken.

A vizszintes rozsdamentes acél (Wnr1.4301) felilgtdd biofilm képzés akridin narancsos
festést kdvet képanalizis eredményei arra is rAmutatnak, fogizsgalt, viznyer helyr |
izolalt Pseudomonas stutzerCC B 21 felllethez val6 tapaddsa BHI taplevesben
gyorsabb, szénsavmentes asvanyvizben pedig jéval tenzivebb, mint az a
torzsgy jteményb | szarmazé Pseudomonas aeruginos&TCC 9027 tbrzs esetében
tapasztalhaté volt Ez az eredmény arra vilagit ra, hogy az élelmigaeban nem csak a
Pseudomonas aeruginosglenléte esetén kell szamolni a biofilmek kialdisdnak
kockazataval. Ma®seudomonasirzsek, melyek a rendszeres mikrobiol6giai mairitp
sordn esetleg nem kerlinek azonositasra, szinteengalis veszélyforrast jelenthetnek.
Javasolt tehat az élelmiszer &lit6 Uzemek sajat ,hazi”Pseudomonastdrzseit
feltérképezni, aPseudomonas aeruginosareanyuld mikrobiol6giai vizsgalatokat mas
Pseudomonaddrzsekre is kiterjeszteni, valamint figyelmezgetdatarértéket ezekre a

torzsekre is felallitani. A figyelmeztetési hatéééet meghaladé mikrobioldgiai
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eredmények esetén javasolt egy megel biofilm eltavolitasat megcélzo fettenit

tisztitas, CIP beiktatasa.

Vizszintes rozsdamentes acél (Wnr1.4301) fellldeh taplevesben képzett 3, 7 és 14
naposPseudomonas aeruginogéofilmek kombinalt hatéanyagu fettenit szerekkel valo
inaktivalasét vizsgalva megallapitottam, hegffatalabb (3 napos) biofilmek inaktivalasa
azonos fert tlenit szer hasznalataval hatékonyabb, illetve a biofilmealkotd él - vagy
akar holt sejtek a fellletr | kdnnyebben eltavolithatbak mint az egy- vagy két hetes
biofilmek. Ezek az eredmények ramutatnak a biofkralakulasanak megakadalyozasat
célzé rendszeres fettenités és tisztitas fontossagéara. Javasolt amisker el allitd
Uzemekben eforduld, a biofilm kialakuldsa szempontjabdl vegeél fellletek rendszeres,
palackozott forrds- és asvanyviz gyartas soranimmmm 72 Oranként torténtisztitasa,
fert tlenitése. Ezen felll javasolt a biofilm kialak@dadigyel rendszeres mikrobioldgiai

monitoring bevezetése.

A biofilm eltavolitds hatékonysagét célzo kisétetoran a telepszamlélassal illetve RABIT
berendezéssel tortént vizsgalatok mellett a vitsgabdamentes acél (Wnr1.4301) fellletet
akridin naranccsal festettem, és igy detektaltaferatlenités utan a fellleten maradt
sejteket. A kisérletek eredményei arra is rdmukatieogy a biofilmet alkoté sejtek
inaktivalasa nem jelenti feltétlen a holt sejtek fhiletr | valé eltavolitasat Az
élelmiszeripari gyakorlatban ez arra a potencidiszélyre mutat ra, amelyet a tisztitas és
fert tlenités utan a fellleteken maradt holt sejteknfeleek. Ezek, a biofiimth maradt
szerves anyagok a fellleteken vald sejtek megtaadgegitik, valamint tdpanyagul is
szolgalnak egy kovetkezkialakuld biofilmnek. Javasolt tehat egyrészt éatiekben mar
emlitett) az élelmiszeripari fellletek kdzvetlen nitorozasat megcélz6 modszerek
kidolgozdsa, masrészt a fellletek fdenitéssel egybekotott mechanikai tisztitasa is, a

maradék szerves anyag eltavolitasa céljabal.

Vizszintes rozsdamentes acél (Wnrl.4301) fellld3eh taplevesben képzett 3, 7 és 14
naposPseudomonas aeruginoseofiimek kombindlt hatéanyagu fettenit szerekkel val6
inaktivalasat vizsgalva megallapitottam, hogy asg#ét 5 kilonbdz fert tlenit szer
(Biguanid Flache, Descosal, DisquatL, Domestosofloid TF Klér) hatékonysagaban
jelent s eltérések mutatkoznak. Egyes féenit szerek mar a 3 napos biofilm ellen is
hatastalannak bizonyulnak, mig a leghatékonyabbiminyult Domestos 2 % -os oldata

3 és 7 napos biofilmeknél teljes eltavolitast, a fdapos biofilmnél pedig jelers
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inaktivalast eredményez. Javasolt tehat az éleérigarban hasznélatos fettenit szerek
esetében a gyakorlatban hasznalatos hatékonyssggplarokat - melyek legtobb esetben a
tesztmikrobak ellen oldatban, esetenként felldsiztekkel kiegészitve torténnek,- biofilmek

elleni hatékonysagi vizsgalatokkal is kiegésziteni.

A vizszintes rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) felil&épzettPseudomonas aeruginosa
biofilm inaktivalasi kisérleteim soran telepszaragsal illetve az impedimetrias mérésén
alapuld (RABIT berendezéssel) meghatarozdst is z2tége Az eredményeimb
megallapithatd, hogya biofilmek fert tlenit szerekkel szembeni rezisztencidjanak
megallapitdsara a RABIT berendezés érzékenyeblinnek oka lehet az, hogy a sejtek a
fert tlenit eljards sokkhatasara un. ,£de nem tenyészthét(VNC) allapotba kerultek, a
sejtek a ferttlenit eljarassal jard stresszt talélik, és minimalisagoserét folytatnak, mely
a taptalaj impedimetrigjanak valtozdsa miatt RABbErendezéssel detektalhatd, de
hagyomanyos modszerrel szaporodds nem mutathatdzkjél , de nem tenyészthét
allapotban lév sejtek azonban az Ujabb biofilm kialakulasanakmgxntjabol potencialis
veszélyt jelenthetnek, mivel a fettenités stressz hatdsa utanviel regeneralédhatnak, és
szaporodasnak indulhatnak. A fellleten maradt @& nem tenyészthesejtek tapanyagul,
megtapadasi feluletil is szolgalhatnak Ujabb biwdik kialakuldsdhoz. Javasolt tehét az
élelmiszeriparban olyan mikrobioldgiai mérési médsk bevezetése, melyek az,étle

nem tenyészthetsejtek kimutatasat is megcélozzak.

Az altalunk vizsgalt, 4 kilonb6z korabban palackozott ivovizekb izolalt
fonalasgombéavalK, oxysporumCC F 36,C. cladosporoidesCC F 50,P. chrysogenum
NCAIM F 00837ésA. fumigatudNCAIM F 00673) beoltott, EurGpa 4 orszagabol széaima
dsszesen 6 félezénsavmentepalackozott forras- illetve dsvanyviz esetébenderinegyes
beoltott palacknal észleltink szemmel lathaté micélnbvekedés okozta termékkarositast,
még azoknal a palackoknal is, ahol a kiindulasii#tmm koncentracié igen kicsi (10
konidium / 100 ml) volt. Eredmények tehat arra rmdak r4, hogy a palackozott
szénsavmentes forras- illetve asvanyvizekben a ldsgambak igen kis kiindulasi
koncentracio esetén is a szavatossagi sfig megrzési id alatt szabad szemmel lathat6
micélium képzdést okozhatnak, igy az ezzel dsszefufogyasztéi panaszok veszélye
nagy. A szabad szemmel lathaté micélium kélés veszélyét fokozza, hogy a
szénsavmentes forras- illetve dsvanyvizek eltadtéai ideje az &ltalunk nyomon kovetett
26 hétnél altaldban hosszabb, jellesrz 52 hét.

A 6 Kkilonbdz palackozott szénsavmentes forras- illetve &svanyai vizsgalt
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fonalasgombéakkal valé beoltasat kovetelepképz egység szdm nyomon kovetés
eredményei arra mutatnak ra, hogy a penészgombt@pamyagszegény szénsavmentes
forrds- illetve &svanyvizben is képesek tulélnapgrodni. Ezek az eredmények megérk

a vizualis nyomon kovetés eredményéiblevont kovetkeztetést, mely szerina
penészgombak jelenléte szénsavmentes forras- illetdsvanyvizben potenciélis veszély.
Mindezek tekintetbe vételével az ipari gyakorlatjamasolt rendszeres mikrobioldgiai
monitoring bevezetése, amely a fonalasgombak giénl hivatott kimutatni a
viznyer helyen valamint a feldolgozas soran gyartési kdaetleen. Szintén javasolt a
végtermék mikrobiolégiai monitoringjat és felszatiasi hatarértékeit penészgombakra is

keiterjeszteni.

Az altalunk vizsgalt, Eurdpa 4 orszagabol szarma8d,kilonbdz, kereskedelmi
forgalomban kaphato palackoze#ténsavadorras- €s dsvanyviz egyik mintdjadban sem volt
kimutathatd szemmel lathaté termékkarositas a &lzsgorabban palackozott ivovizeKb
izolalt fonalasgombaval H{ oxysporumCC F 36, C. cladosporoidesCC F 50, P.
chrysogenunNCAIM F 00837és A. fumigatudNCAIM F 00673) val6é beoltast kovet26
hét alatt. Ezek az eredmények arra engednek kdtetkg hogy szemben a szénsavmentes
palackozott forras- illetve dsvanyvizeknél tapdsakétal, a palackozotszénsavas forras-
illetve &svanyvizekben a jellemz min ség megrzési id (26 hét) alatt szabad szemmel
lathaté micélium képz dés okozta termékkéarositasra és ezzel 6sszeflgfpgyasztoi
panaszra nem kell szamitani Mivel azonban a szénsavas forrds- illetve asviaejet a
gyakorlatban ugyanazon a palackozé gépsoron paaékp mint a penészgombakra
érzékeny szénsavmentes forrds- illetve asvanyvizékes javasolt rendszeres monitoring

bevezetése és figyelmeztetési hatarérték felalitas

Az éltalunk vizsgalt, kordbban palackozott ivovikzizolalt A. fumigatusNCAIM F 00673a
szénsavas palackozott forrads- illetve asvanyvizber26 hét utdn is tulélést a
szénsavmentes palackozott forrds és asvanyvizeddagrorodést és szabad szemmel lathato
micéliumképzést mutat. AzA. fumigatus fakultativ patogén volta miatt javasolt a
penészgombakra iranyulé rendszeres mikrobiologiiitaring bevezetése a forras- illetve
asvanyviz palackoz6 Uzemekben, kiterjesztve azizayer hely, vizkezel helyiségek,
termelési tertlet kdrnyezetére, levgge, valamint a csomagoléanyagokra és természetese
a kinyert, a kezelt és a palackozott forras- ikefsvanyvizre is. Javasolt ezen felll pozitiv
eredmény esetén identifikalas, &sfumigatusvagy mas fakultativ patogén penészgomba

bizonyitott jelenléte esetén azonnali fHenités, illetve ferttlenit takaritas.
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7. OSSZEFOGLALAS

El zmények, célkit zések

A palackozott forrds- és asvanyvizgyartas élelmisaikrobiolégiai szempontbdl jelerd terilet.

Az érvényes magyar jogszabaly (65/2004. (IV. 2AMMFESzCsM-GKM egyuttes rendelet) a
természetes forras —illetve asvanyvizeknél semmif@zelést nem engedélyez, mely a termék
Osszetételére hatassal van, igy az antimikrébasldszket sem. Szénsavmentes termékek esetében
a végtermeék Osszetétele nem bir gatld hatassakmlmdk szaporodasara, de szamos szakirodalmi
adat beszamol kilénbdanikrobak szénsavas ivovizekben valo talélékisr A természetes forras-
illetve asvanyvizek gyartdsa soran tehat kiemeittdesaggal bir az élelmiszerhigiénia és az
élelmiszer mikrobioldgiai rizikbfaktorok ismerete.

el fordulasanak tanulmanyozasa. A fentiekben emlitétVM-ESzCsM-GKM rendelet
jogszabalyilag is elirja, hogy a fakultatiPseudomonas aeruginos&m lehet jelen a palackozott
forrds- és asvanyvizekben. Ugyanakkor kdzismergyyhar igen jo biofilm képz tulajdonsaggal
rendelkez Pseudomonadajok elterjedtek a felszin alatti vizrendszerekb&z élelmiszeripari
gyakorlatban leggyakrabban hasznalatos anyagoKkokiediletek a biofilmek kialakulasahoz. A
Pseudomonagajok gyartoterileteken, berendezésekben valo efeggse, biofilm képzése tehéat
sulyos higiénés problémét okozhat. Az altaluk képzdiofimekbe mas, patogén
mikroorganizmusok is beépllhetnek, igy az Uzemhigié problémak mellett akar az
élelmiszerbiztonsagot is fenyegethetik. Jelsnizik6faktor a termel kbrnyezetben a mindennapi
tisztitd-fert tlenit takaritas ellenére is sokszor jelen ldiofilm is. Romlast okoz&seudomonas
fajokat izoléltak élelmiszer feldolgoz6 kdrnyezethefolyokon, padlidkon is.

A kialakult biofilmek inaktivdldsa igen nehéz aztiamkrobas szerekkel szemben kialakult
nagyfokl rezisztencia valamint a biofilmet alkotéjtek altal termelt poliszacharidok (EPS)
felllethez val6 ers tapadasa miatt. A nem kedh hatékony fertlenit és tisztito eljardsok utan az
elpusztitott sejtek illetve az EPS a fellletekerradaa kivalé taptalajt és konnymegtapadasi
feliletet nydjtanak a planktonikus sejteknek, eetedegitve az Ujabb biofilm gyors kialakulasat. A
hatastalan fertlenit eljaras utan a felileten maradt vékony biofilnegiten talalhaté €] de nem
tenyészthet sejtek idvel regeneralodhatnak, és a fellleten talalhat@nggagokat hasznositva
Ujabb biofilm képzdése indulhat el.

A palackozott forrds- és asvanyviz gyartas mastveket vizsgalt terllete a penészgombak

el forduldsa a palackozott ivovizekben. A fonalagviesarjadz6 gombék felszini, valamint felszin
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alatti vizekben val6d efordulasarol szakirodalmi publikaciék szamolnak Bepenészgomba fajok
bar szamos alkalommal kimutathatok a vezetékespadagkozott ivovizekben egyarant, jelenlétik
mindenképpen koérnyezeti kontaminaciéra utal.

A fonalasgombak szénsavmentes asvany- vagy fort@eswi szaporodni képesek, esetleges
toxintermelésik illetve patogén, allergén penésdgoresetén puszta jelenlétik is egészségugyi,
élelmiszerbiztonsagi kockazatot jelent. Az ivovizhjelenlév fonalasgombék az egészségkarosito
hatds mellett az ivéviz érzékszervi elvaltozasabkszhatjak. Az esetenkint szemmel lathato
telepek megjelenése a nagy szamu fogyasztéi pamkszt A vizualis probléméak mellett a
kedveztlen aromaanyagok termelésével, dohos, fanyar,rkedletve ,sar iz’ jelleg izhibat

okozhatnak.

A fentieket alapul véve a dolgozat céliései a kdvetkezk:

(1) Torzsgyjteményb | szarmazdseudomonas aeruginogdd CC 9027 és viznyehelyr | izolalt
Pseudomonas stutzefiC B 21 vizszintes rozsdamentes acél (Wnrl.430f)eten, tapanyagban
gazdag illetve tdpanyagszegény kozegben vald biképzésének nyomon kovetése kilonbdz
maodszerekkel.

(2) Pseudomonas aeruginogd CC 9027 altal vizszines rozsdamentes acél (WA&e1) fellleten,
tapanyagban gazdag kozegben képzett biofilmjénelonkdz , kereskedelemben kaphat6
fert tlenit szerekkel valo inaktivalasanak illetve eltavolitédévizsgalata.

(3) Palackozott forras- illetve asvanyvitlizolalt penészgomba térzsekuysarium oxysporuncC

F 36; ladosporium cladosporoide€C F 50; Penicilium chrysogenumNCAIM F 00837
Aspergillus fumigatusICAIM F 00673) tulélésének, szaporodasanak nyoniwetése.

(4) Szabad szemmel is lathatd micéliumképzés (skaz@mmel észlelhettermékkarositas)
nyomon kovetése 26 héten keresztil, 12, asvanyagngs szénsavtartalmaban kulonbds

szénsavas és 6 szénsavmentes), kereskedelembedpplackozott forras- és asvanyvizben

Kisérleti eredmények

A rozsdamentes acél (Wnrl1.4301) feluletek kdzvetheikroszkopos vizsgalata alapjan
megallapitottam, hogy mindkét vizsgalt torzs igefeft s tapadast mutatott rozsdamentes acél
(Wnr1.4301) felulethez BHI taptalajban, vizszintedyzetben. APs. stutzeriCC B 21felllethez
val6 tapadasa gyorsabb volt. Mindk&seudomonasdrzs kezdetben inhomogén, a vizsgalati id
végén massziv, homogén biofilmet képzett. Az epitdszcens mikroszképpal vizsgalt feltletekr
készitett digitalis fényképek képelemzésének eregmidalapjan telitési gorbe vehdel.
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Eredményeink szerimhindkét vizsgalt torzs rozsdamentes acél (Wnrl. 3 88lflilethez valo
tapadasa jelensen kisebb volt &svanyvizben, mint az idealis kiekgekinthet BHI taptalajban.
A felllethez val6 kitapadas az idiggvényében itt is ndvekedtendenciat mutatott, azonban
telitési gorbék nem allithatéak fel. Bs. stutzeriCC B 21felllethez val6 tapadasa asvanyvizben
joval intenzivebb volt, mint az Bs. aeruginosaesetében tapasztalt, de a vizsgaltédamban
egyik torzs sem érte el a BHI taplevesben tapasatahogén biofilm allapotot. Az eredmények

szérdsa végig nagy marad.

A FITC festéssel kimutathatd EPS mennyisége a mpadtasejtek szadmahoz hasonléan
minkét torzsnél az id figgvényében novekedtendenciat mutat. A°s. stutzeriCC B 21 BHI
taplevesben modellezett statikus biofilmjénél joirgbnzivebb EPS termelést tudtam kimutatni,
mint a Ps. aeruginoseATCC 9027 esetében. Az eredmények szembedihgy szordsa az EPS
felh -szer megjelenésére utal, amely a mikroszképos fényk&mpek j6l l1athatod volt. Az akridin
narancsos festés eredményeivel ellentétben a FET@égzett festés eredményekire telitési gorbe

nem volt illeszthet.

A vizsgalt Pseudomonagirzsek szénsavmentes asvanyvizben képzett biéfiekja FITC
festéssel kimutathatd6 EPS mennyisége a BHI tapbevesépzett biofilmekéhez képest mind
abszolit értelemben igen csekély volt. Bs. stutzeritorzs szénsavmentes asvanyvizben valé

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

A fert tlenit eljardsok eredményeit 6sszehasonlitva egyéreimmegallapithatd, hogy a
vizsgalt tisztito-ferttlenit szerek kozil a Domestos 2%-0s oldata volt a legbat@bb. A
mikroszkopos fényképek alapjan elmondhatd, hogyoan&tos nem csupan elblte a biofilmben
taldlhatoPs. aeruginos&ATCC 9027sejteket, de a biofilmet a felliletrel is tavolitotta.

Az impedimetrids modszert alkalmaz6 RABIT berendeziletve telepszamlalas
eredményeinek 0sszevetése alapjan megallapithatfy, & biofilmek rezisztenciajanak nyomon
kovetésére az élde nem tenyészthetsejtek detektaldsa miatt az impedimetrias modszer

érzékenyebb, mint a hagyomanyos telepszamlalas.

A vizsgalt fonalasgombakkalF( oxysporumCC F 36,C. cladosporoides<CC F 50, P.
chrysogenuniNCAIM F 00837ésA. fumigatusNCAIM F 00673) beoltott 6sszesen 215 palack (4
orszagbol szarmazd 6 féle, kulénbdAsvanyi anyag Osszetételtermék) szénsavmentes

palackozott forras- illetve &svanyviz vizsgélatapgn megallapithaté volt, hogy a vizsgalt
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penészgombak igen kis kiindulasi koncentracio esétd0 konidium/100 ml) szemmel lathato
micélium novekedést és ezzel termékkarositast @dqzrigy ezzel 6sszefliggfogyasztoi
panaszokkal kell szamolnunk.

A micélium képzdés vizudlis nyomonkovetése mellett a 6 kilonbdmlackozott
szénsavmentes forras- illetve asvanyviznél a viz$gaalasgombékkal valé beoltdsat kot a
tulél telepképz egységek szamat is nyomon kovettem. A nagyszamtakn{0sszesen 84 palack)
eredményei arra mutatnak ra, hogy a penészgombt@panyagszegény szénsavmentes forras-
illetve asvanyvizben a legkisebb beoltasi konceitré<10konidium/100 ml) esetén is képesek

talélni, szaporodni.

A vizsgélt, 6sszesen 216 palack (4 orszagbdl sz&ngaféle, kulénbdz dsvanyi anyag
Osszetétel és kulonbdz szénsavtartalimu termék) kereskedelmi forgalombagh&td palackozott
szénsavadorras- és asvanyvizben szabad szemmel lathalionicképz dés a beoltast koveR6
hét alatt nem volt tapasztalhato.

A vizsgalt fonalasgombakkal vald beoltast koest a 648 palack szénsavas termékmintanal
szintén nyomon kovettik a vizsgalt fonalasgombakkallb beoltdsat koveen a telepképz
egységek szamanak tulélését. Itt 0sszesen 648 kpaladtottunk be és kovettlink nyomon.
Eredményeink &. oxysporunCC F 36,C. cladosporoide€C F 50,P. chrysogenunNCAIM F
00837 esetében nem tapasztaltam tulélést a beddi&st 12 hétben, azonban a feltételesen
humanpatogér. fumigatusNCAIM F 00673 a szénsavas palackozott forrds-viléisvanyvizben
26 hét utan is kimutathato volt.

Kovetkeztetések és javaslatok

A biofilm képzés vizsgalatdnak eredményei ravikghk arra, hogy az élelmiszeriparban egyes
,hazi” Pseudomonasirzsek potencidlis veszélyforrast jelenthetnékvasolt tehat az élelmiszer
el allitdé tzemek sajat ,haziPseudomonagorzseit feltérképezni, #seudomonas aeruginosa
vizsgalatokat masseudomonagdrzsekre is kiterjeszteni, valamint figyelmezset@atarértéket
ezekre a torzsekre is feldllitani. A figyelmeztetdmtarértéket meghaladé mikrobiolégiai
eredmények esetén javasolt egy megelbiofilm eltavolitAsat megcélzo fettenit tisztitas, CIP

beiktatasa.

A biofilm eltavolitasi kisérletek eredményei rantk arra, hogy jelens eltérés tapasztalhat6 a
fert tlenit szerek biofilm inaktivdlo hatékonysagababavasolt tehat az élelmiszer @llitd

Uzemekben eforduld, a biofilm kialakulasa szempontjdbdl vesgesl fellletek rendszeres
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tisztitasa, ferttlenitése olyan fertlenit szerek alkalmazasaval, melyek biofilm inaktivakidsa
igazolt. Ezen felll javasolt a biofilm kialakulastigyel rendszeres mikrobiolégiai monitoring

bevezetése.

Az eredményeimd megallapithatd, hogy a biofiimek fettenit szerekkel szembeni
rezisztenciajanak megallapitasara az un., @& nem tenyészthét(VNC) sejtek detektaldsa miatt
a RABIT berendezés érzékenyebb, valamint, az, reodyofilm képzés kinetikdjanak nyomon
kovetésére a fellleteket kozvetlenul vizsgald nskkdpos eljardsok alkalmasabbak, mint a
hagyoményos telepszamlalas modszdewasolt tehat az élelmiszeriparban olyan mikrobioldgiai
mérési modszerek bevezetése, melyek egyrészt azdléinem tenyészthesejtek kimutatasat is

megcelozzak, masrészt a fellletek kozvetlen vizdgtteszik lehewé.

Szénsavmentesisvanyvizeknél a penészgombak igen kis kiindikéscentracié esetén szemmel
lathaté micélium nodvekedést és ezzel termékkamistkoznak, igy ezzel dsszeflugipgyasztoi
panaszokkal kell szamolnunk. A szabad szemmel tithdcélium képzdés veszélyét fokozza,
hogy a szénsavmentes forras- illetve asvanyvizakainssagi ideje az altalunk nyomon kovetett 26
hétnél altaldban hosszabb, jelleram 52 hét. A beoltdsos vizsgalatok eredményeirautatnak ra,
hogy a penészgombak a tapanyagszegény szénsavrimméss illetve asvanyvizben is képesek
tulélni, szaporodni, azaz a penészgombak jelerdéénsavmentes forras- illetve asvanyvizben

potencidlis veszélyt jelent.

A vizsgalt szénsavasforrds- és asvanyvizekben szabad szemmel lathatéliom képzdés a
beoltast kovet 26 hét alatt nem volt tapasztalhato, igy ezeknérmékeknél fogyasztéi panaszra
nem kell szamitani. Azonban az médon humanpatdgédomigatusNCAIM F 00673 a szénsavas
palackozott forras- illetve asvanyvizben 26 hétnuig mutatott tilélést. Egyes obligat médon
humanpatogén penészgombak tehat a szénsavas fésrasvanyvizekben is potencialis veszélyt

jelentenek.

Mindezek tekintetbe vételével a palackozott forré&s asvanyviz edllitAs soranjavasolt
rendszeres, fonalasgombék jelenlétét kimutatni tbtvakdrnyezeti-, valamint végtermékre
vonatkozd mikrobiol6giai monitor bevezetése. Fonteket tovabbd termék felszabaditasi és
figyelmeztetési hatarértékek felallithsa is. Jaltaszen felll pozitiv eredmény esetén elvégezni a
romlasi jelenséget okoz6 penészgomba fajszerimn@sdtasat. (identifikdlas). fumigatusyvagy
mas obligat moédon patogén penészgomba bizonyéetlgte esetén azonnali falenitést, illetve

fert tlenit takaritast beiktatni.
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8. SUMMARY

Preface and goals

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

Biofilms are a rather well-studied segments of waistem’ microbiology. The above mentioned
law requires that n®seudomonas aeruginosan be present in bottled spring and mineral water
products. Nevertheless, it is well known, that dece biofilm forming Pseudomonaspecies are
well spread in underground water-systems and ie cds weak protection of the water-base, the
penetration of surface or sewage waters can hagpperrrequently used material of food industry,
like steel, aluminium, glass, Teflon, nylon are dofundamentals for biofilm build up. The
presence and the capability of biofilm formationrPseudomonaspecies inside of production areas
and equipment is a serious hygienic problem. Séwther pathogenic microbes can be built into
such biofilms risking food safety along hygienimplems. Moreover, biofilms can be linked to
significant financial losses through inefficientaheexchange, decreased circulation speed, shorter
filter usage-time or even causing material damagesigh their metabolic products. It is important
to state, that not only the closed production systare vulnerable for biofilms.

Inactivation of well established biofilms is gengradifficult since they have high resistance
against antimicrobial agents strengthened with ®eliface polysaccharides (EPS). Due to
inefficient disinfectants and cleaning agents, axefsticking destroyed cells and EPS are very good
medium and entrance ways for planktonic cells, ewwibg the fast formation of newer biofilms.
After inefficient disinfectant treatments, survigiparticles of such biofilms can regenerate rapidly
and form new, more resistant biofilms by reutilgithe just released nutrients. Therefore, a good
biofilm inactivation must mean both the destructiord the complete removal of the biofilm at the
same time.

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

in bottled waters. Publications report the presesiddamentous or budding moulds in surface and
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underground waters. Such mould species can beteddtat both tap-water and bottled waters,

referring their environmental contamination.

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

customer complains.

Based on all that, the following targets were set:

(1) Examination of biofilm formation of $2udomonas aeruginos&TCC 9027 and isolated
Pseudomonas stutzeZiC B 21with several different methods in nutrient rich grabr medium on
stainless steel surface.

(2) Examination of biofilm inactivation of S2¢udomonas aeruginosaTCC 9027 by several,
commercial disinfectant in nutrient rich and po@dium on stainless steel surface.

(3) Follow-up of survival and multiplication of\eeral isolated mould€=( oxysporunCC F 36;C.
cladosporoide€C F 50;P. chrysogenurMCAIM F 00837 A. fumigatudNCAIM F 00673),

(4) Follow-up of mycelium formation of mould thradud26 weeks, in 12 different, commercial

spring and mineral waters.

Results

Based on the surfaces direct microscopic investigat was found that botRseudomonaspecies
represent intense biofilm formation. The resultstiod Acridin Orange staining showed typical
saturation curves for both test species. The biofdrmation ofPs. stutzeriCC B 21was more
intense and faster. All biofilms were inhomogeneatishe beginning and become a homogenous
robust biofilm at the end of the test period. Brofiformation of both investigateBseudomonas

species was significantly weaker in mineral wat@ntin the nutrition-reach BHI broth.

The EPS secretion of all investigat®seudomonadiofiims did increased by time. The EPS
secretion in biofilm oPs. stutzerCC B 21in BHI broth was higher than in caseRd. aeruginosa
ATCC 9027. MeanwhileRs. stutzerCC B 21did not show any EPS secretion in mineral water.

According to the results of biofilm inactivationste Domestos 2% was the most effective

disinfectant againd?seudomonas aeruginoseofilms. In all other cases, older biofilms didasv

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

effective to detect viable but not cultivable celfger disinfection.

During mould challenge study 12 different natunadirsg-and mineral water were inoculated with
moulds previously identified from packaged watétsdxysporunCC F 36,C. cladosporoide€C

F 50,P. chrysogenurMlCAIM F 00837andA. fumigatusNCAIM F 00673). The visual monitoring
results did show no visual growth in carbonated as however, all together 216 bottles were
investigated (6 different carbonated water ino@dawith 4 different moulds). On the other hand,
visual growth was detected in all (216 bottles difderent still water inoculated with 4 different

moulds) non-carbonated water samples.

The membrane filtration and pour plating resultshef inoculated spring- and mineral waters did
show that the investigated moulds can survive eweitiply in still natural spring- and mineral
waters. Despite of the results of still waters tineestigatedF. oxysporumCC F 36, C.
cladosporoide€C F 50,P. chrysogenumICAIM F 00837did not survive the first 12 weeks in the
carbonated samples. Only the facultative humaneggmihA. fumigatusNCAIM F 00673 was
detected after 26 weeks of incubation in carbongpethg- and mineral water.

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

the packaging material

Conclusions and proposals

The biofilm formation ofPseudomonas stutzeddC B 21 and Pseudomonas aeruginogel CC
9027 is robust both in the nutrition-reach BHI brand in nutrition-poor natural mineral water. The
biofilm formation of Ps. stutzeriCC B 21lidentified from a water source is quicker than ase of
Ps. aeruginosa ATCC 9027. These results show that the significamde environmental
Pseudomonaspecies is high. Therefore for mineral- and spnwvater bottling factories it is
proposed to extend microbiological monitoring toviesnmentalPseudomonaspecies to top d®s.

aeruginosamonitoring.

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

antibiotic-resistance biofilm formation. For closgigheline systems it is proposed to set up regular
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preventive cleaning, sanitation to avoid biofiimrrf@tion. It is also proposed to validate

disinfectant agents efficiency against biofilms.

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

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

TGE Agar
tripton

glukoz

éleszt kivonat
agar-agar

desztillalt viz

BHI agar MERCK 113825

tapanyag szubsztrat (agykivonat, szivkivonat ésopeyk)
D(+)-glukéz

néatrium-klorid

dinatriumhidrogén-foszfat

agar-agar

desztillalt viz

BHI tdpleves MERCK 1.10493

tapanyag szubsztrat (agykivonat, szivkivonat é$opek)
D(+)-glukéz

natrium-klorid

dinatriumhidrogén-foszfat

desztillalt viz

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

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

Q QQ© Q@ «
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pepton higita

Pepton 19
NaCl 85 ¢
desztillalt viz foszfat pufferben (7,5) 100@n!
foszfat puffer (pH 7,5)

dinatrium-hidrogénfoszfat x 12H20 9,@
kalium-dihidrogén-foszfat 15 g
desztillalt viz 1000 ml
M. 3. ROVIDITESEK JEGYZEKE

A dolgozatban hasznélt mikroba faj nevek roviditésie

Ps. Pseudomonas

P. Penicillium

A. Aspergillus

C. Cladosporium

F. Fusarium

Egyéb roviditések:

FITC fluorescein isothiocyanét festékkel jeloltr@avanalin A lectin
TKE telepképz egység

EPS extracellularis polimer ,extracellular polymeesubstance”
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M. 4. FENYKEPEK:

26. abra Statikus biofilm képzés vizszintes rozsdamentés @Vnr1.4301) fellletenPs. stutzeri

CC B 21BHI levesben (balra), és szénsavmentes asvanyv(giiaira) a beoltast koveR. héten
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21. tAblazat BHI taptalajban, rozsdamentes acél (Wnrl.430i)dten képzett, akridin naranccsal

festettPseudomonas aeruginob@filmr | készitett 6sszes fénykdpathcadprogrammal

t sorba rendezve

7

as szerin

tenzit

szinin

28.

21.

14.

Nap:
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22. tdblazat BHI taptalajban, rozsdamentes acél (Wnrl.4300)dé&tn képzett, akridin

naranccsal festeRseudomonas stutzeZiC B 21 biofilmr | készitett dsszes fénykdfathcad

programmal szinintenzitas szerint sorba rendezve.

- ik r
15
e
&
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23. tabldzat Szénsavmentes avanyvizben, rozsdamentes acéll @8ad) feluleten képzett,

akridin naranccsal festd®seudomonas aeruginobs@filmr | készitett dsszes fényképathcad

programmal szinintenzitds szerint sorba rendezve

Nap:

123



24. tdblazat Szénsavmentes avanyvizben, rozsdamentes acéllA8ad) fellleten képzett,
akridin naranccsal festeRseudomonas stutze@liC B 21 biofilmr | készitett dsszes fénykép

Mathcadprogrammal szinintenzitas szerint sorba rendezve

~
=
D
N
=
N
o

Nap:
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25. tablazat BHI taplevesben, rozsdamentes acél (Wnrl.4300)eten képzett, FITC-vel festett

as

tenzit

inin

e

kéypathcad programmal sz

ény

s

tett 0sszes f

észi

7

Pseudomonas aeruginogaofilmr | k

szerint sorba rendezve

21. 28.

714.

—i

Nap:

IIIIIIIIIIII- i
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26. tablazat BHI taplevesben, rozsdamentes acél (Wnrl.430G)eten képzett, FITC-vel festett
Pseudomonas stutzelCC B 21 biofilmr| készitett 6sszes fénykéMathcad programmal

szinintenzitads szerint sorba rendezve

Nap: 1. 2. 3. 6. 714. 21. 28.
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27. tablazat Szénsavmentes asvanyvizben, rozsdamentes acél.A801) fellleten képzett,
FITC-vel festetiPseudomonas aeruginobafilmr | készitett 6sszes fényképathcadprogrammal

szinintenzitas szerint sorba rendezve

Nap: 1. 2. 3. 6. 714. 21. 28.
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28. téblazat Szénsavmentes asvanyvizben, rozsdamentes acéll.A80l) fellleten képzett,
FITC-vel festettPseudomonas stutze@C B 21 biofilmr | készitett dsszes fénykédathcad

programmal szinintenzitas szerint sorba rendezve

Nap: 1. 2. 3. 6. 714. 21. 28.
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