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1 BEVEZETES

Napjainkban az ¢lelmiszer eldallitok a kiméletesebb élelmiszer feldolgozasi eljarasokat részesitik
elényben azért, hogy a mai fogyasztéi igényeknek megfelelden kevesebb kémiai tartositoszert és
adalékanyagot hasznaljanak fel. Ezeknek a kevésbé feldolgozott, természetesebb, kevesebb
tartositoszert tartalmazo termékeknek a hatranya, hogy élelmiszerbiztonsagi szempontbol komoly
problémakat okozhatnak. Az élelmiszerck eltarthatosagi idejét hiitve tarolassal probaljak
meghosszabbitani, de gyakran nem lehet a hiitlancot megfeleléen fenntartani és igy a patogén
mikroorganizmusok szaporodasaval kell szamolni.

A kiméletes tartositdsi modszerek kidolgozasa a modern élelmiszeripari kutatasok kdzéppontjaban
all azért, hogy a patogén mikroorganizmusokkal szemben biztonsdgos termékeket lehessen
eldallitani. A mai fogyasztoi igényeket kielégitd uj, kiméletes technologidk kidolgozéasa biztonsagos
¢lelmiszerek eldallitasara €16 kihivas mind az élelmiszertechnolégusok, mind a mikrobiologusok
szamara. A Listeria monocytogenes ismerten ember ¢s allatpatogén, mely hossza ideig képes a
szdmara kedvezdtlen kornyezeti koriilmények kozott is €lni és embernél stlyos megbetegedéseket
okozni. A liszteriozis egy zoodnotikus fertézés, amely ritkan fordul eld, de tiinetei stlyosak,
halalozési aranya magas. Az ¢€lelmiszer eredetli emberi megbetegedéseket foként a fert6zott, illetve
a szennyezett nyers tej és abbol késziilt tejtermékek okozzak. A Listeria monocytogenes hosszl
idon at ¢életképes marad a tejben, a savanyodo tejben pedig szaporodasra is képes. Sokféle sajt
szennyezOdhet Listeria monocytogenes-sel, ezen beliil is foleg a lagy sajtok. A korokozd képes
¢letben maradni a feldolgozott és érlelt sajtok szamos kiilonbozd valtozataban: kecske €s juhsajtok,
ricotta, hispéaniai tipust sajtok, penésszel érlelt sajtok, Brie, Camembert, Feta sajtok. A
Franciaorszagban késziilt lagy sajtok fokozottabban veszélyeztetettek a Listeria monocytogenes
altal, mivel az ott alkalmazott technologiaban pasztdrozetlen tejet is felhasznalnak. Az élelmiszer
eredetli human liszteridzisok szamanak emelkedése sziikségessé teszi a Listeria monocytogenes
stressztényezokkel (pH, s6, antimikrobialis anyagok) szembeni ellenalloképességének alapos
vizsgalatat.

2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Listeria fajok

Taxonomolodgia szerint a Listeria nemzetség a Listeriaceae csaladban, a Bacillaes rendben, a Bacilli
osztalyban és a Firmicutes torzsben talalhatd (Deak, 2006), amelybe altalaban Gram-pozitiv, kis
G+C tartalmt baktériumcsoportok tartoznak. A G+C tartalom a mol%-ban kifejezett aranya a DNS
guanin-citozin tartalmanak. A genotipus alapjan torténd rendszerezésnek egyik fontos allomasa a

G+C tartalom meghatarozasa.



A Listeria nemzetségbe olyan baktériumok sorolhatok, amelyek sporatlanok, katalaz pozitivok,
palca alaktiak. A Listeria fajok torzsfejlodéstanilag hasonloak a Lactobacillusok-hoz, azonban a
lisztériak fakultativ anaerobok, mig a Lactobacillus-ok aerotolerans anaerobok. Listeria fajok
képesek a tejsavas erjesztésre, igy mint a Lactobacillus-ok, de nem képeznek gazt a gliikozbol
(Dedk, 2006).

A Listeria nemzetségen beliil elkiilonitett fajok: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. grayi,
L.innocua, L. welshimeri (Hudson et al., 1994). Az elmult évben két 0j fajt is leirtak, a L.
rocourtiae-t (Leclercq et al., 2010) és a L. marthii-t (Graves et al.,, 2010). A Listeria
monocytogenes-nek 13 szerotipusa ismert, koziililk harom az 1/2a, az 1/2b, és a 4b szerotipus képes

megbetegedést okozni (Rocourt és Buchrieser, 2007).

2.2 Listeria monocytogenes

2.2.1 Felfedezés

Franciaorszagban Hayem 1891-ben, Németorszagbhan Henle 1893-ban talalt Gram pozitiv palcakat
betegek szoveteiben, akik valdszinlileg liszteridzis kovetkeztében hunytak el. Ennek ellenére
Svédorszagban Hiilphers 1911-ben jegyzett fel egy konkrét esetet, azzal a mikroorganizmussal
kapcsolatban, amit ma Listeria monocytogenes-nek hivnak. Az altala izolalt baktériumot 6 Bacillus
hepatis-nek nevezte el. Ennek a baktériumnak a jellemz6i megegyeznek a ma Listeria
monocytogenes-ként ismert baktériummal.

1917-ben Atkinson jegyzett le egy agyhartyagyulladas jarvanyt, amelyért feltehetéen a Listeria
monocytogenes volt a felelds. 1926-ban Murray és munkatarsai jellemzték a baktériumot, amit 6k
Bacterium monocytogenes-nek neveztek. Az altaluk jellemzett baktériumot a beteg allatok majabol
izolaltak (Gray és Killinger, 1966). 1927-ben Pirie ugroegerekbdl izolalta és Listerella hepatolytica-
nak nevezte el. Rajottek, hogy a Bacterium monocytogenes és a Listerella hepatolytica ugyanaz a
mikroorganizmus, a nevét Listeria monocytogenes-re valtoztattak (Farber és Peterkin, 2000).
Nyfeldt 1929-ben harom emberbdl izolalta a baktériumot, akik fert6z6 mononukleozis-szerii
betegségben szenvedtek, ezt tekinthetjilk a Listeria monocytogenes elsé hivatalos izolalasanak
emberbdl (Potel, 1952). Gray és Killinger 1966-ban hoztak nyilvanossagra a klasszikussa valt
ismertet6jiiket a Listeria monocytogenes-rél és az altala okozott emberi megbetegedésekrdl. 1981-

ben dertilt ki, hogy az Listeria monocytogenes embert megbetegité korokozo.

2.2.2 Eléfordulas
A Listeria monocytogenes természetes eléfordulasi helye a talaj, de megtalalhatdo a természetes
vizekben, iszapban, a ndvényzeten, a folddel szennyezett takarmanyokban, vagohidi hulladékokban,

egészséges ¢€s togyulladasos tehenek tejében, human ¢és allati bélsarban. Jelen lehet allatok
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garatiiregében, belében, huigy- és ivarszervi traktusaban, valamint az elébb emlitett helyekrdl szarmazo
valadékokkal szennyezett minden helyen. Eléfordulhat nyers husokon illetve huskészitményekben
(vagoallatoknal elsésorban juhban, kecskében, ritkdbban szarvasmarhaban, sertésben és hazinyulban,
esetenként baromfiban), lagy sajtokban és zoldségeken. Elelmiszerfeldolgozé iizemekben is
megtalalhatd, ahova elsésorban talajeredetli szennyezddésekkel juthat be a dolgozok cipdjén, ruhajan,
szallitoeszk6zokon, valamint szennyezett allati kiiltakarorol, allati és novényi nyersanyagokrol illetve a
patogént hordozo6 emberi testfeliiletekrdl is (Laczay, 2008).
Az alabbi élelmiszercsoportokban fordulhat el6 a Listeria monocytogenes:

- nyers zoldségek

- fermentalt husok, huskészitmények, nyers ¢€s fiistolt halak

- nyers tej, tejtermékek, lagysajtok

- fogyasztasra kész ¢lelmiszerek (Ready-to-eat, RTE).

Kockéazatos ételnek mindsiil minden hiitést igényld, 5 napon tdl hiitdben tarolt élelmiszer.

2.2.2.1 Nyers zoldségek

Gyakran megtalalhatd nyers zoldségekben, igy példaul kaposztiban, burgonyaban, retekben,
uborkaban ¢és a bel6lik késziilt salatdkban (Beuchat, 1996). Ha hosszabban taroljuk oket
szaporodasra is képesek a zoldségek felszinén.

A kis savtartalmt zoldségek, mint példaul a paradicsom és a sargarépa nem nyujtanak olyan jo
taptalajt az Listeria monocytogenes szaporodasahoz (Beuchet és Brackett, 1990). Ugyanakkor a
mérsekelten savas novényi élelmiszerek €s a csiraztatott magvakbol eldallitottak is hordozoi és
alkalmanként emberi megbetegedések forrasai lehetnek (Laczay, 2008).

A zoldségek széleskorli szennyezettsége valoszintileg tobb forrasbol is ered. Szennyezddhetnek a
talaj, a viz, szennyviz, tragya, és a rothadd novények altal is. Az Listeria monocytogenes altal
okozott szennyezddések szama a frissen vagott zoldségféléken 0-19% lehet (Carlin és Nguyen,

1994).

2.2.2.2 Fermentalt husok, huskészitmények, nyers és fiistolt halak

A Listeria monocytogenes szaporodasa a husiparban is problémat jelent. Kimutathaté marhahtisbol,
baromfitermékekbol, sertéshusbol, sonkabol, daralt husbol, fiistolt és érlelt kolbaszokbol,
szaldmikbol, pastétombol, kiilonbozd virslifélekbol (hot dog), aszpikos sertésnyelvbol.

A Listeria monocytogenes novekedése husokban nagymértékben fligg a hus homérsékletétdl, a pH-
jatol, a szoveteinek tipusatol és a jelen 1évé hattér mikrobiotatol. Azokon a hustermékeken jol
szaporodik, amelyek pH-ja kézel 6 vagy a felett talalhat6, az 5 pH alatti husokon a szaporodas

gyenge vagy egyaltalan nem kimutathat6 (Glass és Doyle, 1989).
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A baktérium a tengeri eredetli ¢lelmiszerekben €s halfélékben is el6fordulhat. Friss, fagyasztott,
feldolgozott tengeri halakban, siilt garnélardkban, flistolt kagyloban, halban, lazacban, tokehal
ikraban, fétt halban, homarban, nem megfeleléen atsiitott halakban. Kismértékben mutathato ki

szaritott és sozott halakban (Embarek, 1994).

2.2.2.3 Nyers tej, tejtermékek, lagy sajtok

Az ¢élelmiszer eredetli emberi megbetegedéseket foként a fertzott, illetve a szennyezett nyers tej €s
abbol késziilt tejtermékek okozzak. Veszélyes lehet a pasztorozott, pasztorozetlen tej, pasztorozott
csokis tej, anyatej és foként a juh- és kecsketej (Laczay, 2008). A Listeria monocytogenes hosszu
id6n at életképes marad a tejben, a savanyodo tejben pedig szaporodasra is képes (Bird, 1999).
Sokféle sajt szennyezOdhet Listeria monocytogenes-el, ezen beliil is foleg a lagysajtok. A
lagysajtokban nagy koncentracioban, 10° és 107 telepképz6 egységben volt grammonként
kimutathat6é (Loncarevic et al., 1995). Képes életben maradni példaul a kecske és juhsajtokban,
ricotta-ban, hispaniai tipusu sajtokban, penésszel érlelt sajtokban, Brie-ben, Camambert-ben, Feta
sajtokban.

A franciaorszagi lagy sajtok a pasztérozetlen tej felhasznaldsdnak koszonhetden, még kedvezdbb
taptalajt nydjtanak a Listeria monocytogenes kialakulasahoz. Ritkan mutathato ki jégkrémekben,
vajban, joghurtban. A joghurt elkészitésénél alkalmazott termofil tejsavbaktériumok gatoljak a

Listeria monocytogenes szaporodasat (Genigeorgis et al., 1991).

2.2.3 Morfolégia és altalanos jellemzo6i

A Listeria monocytogenes csillos, rovid palca alaka, Gram pozitiv, sporatlan, tokkal nem
rendelkez6, 1-2 um hosszt (1. abra), 1égzését tekintve fakultativ anaerob baktérium (Laczay, 2008).
A sejtek egyesével és lancformaban is eléfordulnak, de V vagy Y formaba is rendezédhetnek. Elvétve
kokkoid format is 6lthetnek, ilyenkor kdnnyen Osszetéveszthetok a Streptococcus-okkal (Rocourt és
Buchrieser, 2007). Jellegzetes bukfencezé mozgast végez, mivel peritrich elhelyezkedésii ostorai
vannak, de csak sziitk hdmérsékleti tartomanyban képes a helyvaltoztatasra 20-25 C° kozott (Biro,

2001).



1. abra: Listeria monocytogenes pasztazo elektromikroszkopiai képe
http://hu.wikipedia.org/wiki/Listeria_monocytogenes

A Listeria monocytogenes katalaz-pozitiv, az eszkulint hidrolizalja, az arginint viszont nem.
Gliik6zbol, maltdzbol savat képez, a mannitot és a xilozt azonban nem bontja. Korokozo képessége
a torzsek hemolizdlo (az a-hemolizalo torzsek nem patogének, a f-hemolizald térzsek patogének
mig a y-hemolizalo térzsek nem mutatnak hemolitikus aktivitast) és lipolitikus aktivitasaval,
valamint a sejtfalban talalhatd, monocytosist okozo faktor és a sejtfal lipoid anyagainak toxikus

hatasaval all kapcsolatban (Laczay, 2008).

2.2.4 Szaporodas

A Listeria monocytogenes sotiird, pszichrofil baktérium. Szaporodasanak homérsékleti optimuma
30-35 C°, de széles hémérsékleti tartomanyban (-1,5-42 C°) is képes a szaporodasra. A patogén
baktérium extra koriilmények kozott is képes szaporodni példaul hiitbhémérsékleten 5 C° alatt,
széles pH tartomanyon 4,0-9,6, 10%-o0s NaCl tartalmu kozegben (Hudson et al., 1994). Majd egy
évig képes életben maradni 16% NaCl jelenlétében pH 6,0 kozegben. Altalaban taléli a szaritést
csakugy, mint a fagyasztast. A fagyasztas kozben a feliileteken biofilmet képez (Laczay, 2008).
Listeria monocytogenes novekedése lasst a fagyasztott élelmiszereken, generacios ideje 22-61 oraig
terjed, azonban azokon az élelmiszereken, amelyek homérséklete talhaladja a 10 C°-ot, a generacios
1d6 altalaban 10-13 ora kozott volt megfigyelhetd (Whiting és Buchanan, 1994).

A Listeria monocytogenes azon kevés élelmiszer-eredetii patogén kozé tartozik, melyek képesek
aw=0,93 alatt, akar a,=0,9 értéken is szaporodni (Lado és Yousef, 2007). A talajban honapokig
¢letképes maradhat. Hokezeléssel, mar pasztérozéssel is és a ferttlenitdszerek tobbségével

elpusztithato. A husok, és hustermékek esetében a megfelelé fé6zés vagy siités teljes biztonsagot
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nyqjt a hités viszont nem elegendd. Az ¢élelmiszeripari iizemekben kialakuld koriilmények, a
nedves feliiletek, maradékok kedvezhetnek az eléforduldsanak, mert lehetdvé teszik a patogén
megtapadasat és szaporodasat a gyartoeszkozokon (Gandhi és Chikindas, 2006). A baktérium széles
elterjedésének oka tehat, hogy hosszl ideig képes a szamara kedvezdtlen kornyezeti koriilmények

kozott 1s élni.

2.2.5 Liszteriozis

A Listeria monocytogenes altal okozott betegségeket 6sszefoglald néven liszteridzisnak nevezziik.
Ritkéan eléfordulo, de sulyos, nagy haldlozasi ardnyu betegség, amely valtozatos tiineteket okoz. A
jo immunallapota, egészséges személyeknél a fert6zést kdvetden nem alakulnak ki klinikai tiinetek,
de a meggyengiilt immunrendszerlieck megbetegedhetnek. A legjellemzObb tiinetek: 14z,
rosszkdzérzet, hanyinger, hasi fijdalom, fejfajas, hanyés, hasmenés, felsd léguti fertézésre utalod
tiinetek, izomfajdalom.

A liszteriézisnak komolyabb szovodményei is lehetnek - agyhartyagyulladas, agyveldgyulladas,
vérmérgezés, endokarditisz- és legrosszabb esetben halallal is végzddhet. A legveszélyeztetebbek a
legyengiilt immunrendszertiek, kisgyermekek, id6sek, alkoholistak, betegek, terhes ndk, karosodott
cellularis immunitasu betegek (pl. transzplantacion atesettek, AIDS-betegek, kemoterapias kezelés
alatt all6 daganatos betegek). A terhes néknél igen gyakran influenzaszer( tiinetek jelentkeznek. De
még akkor is ha az anya fert6zése enyhe a magzatra, €s az 0jsziilottre nézve igen veszélyes lehet a
betegség. A magzatnal abortusz vagy korasziilés, halvasziilés kovetkezhet be, az 1jsziilottnél
keringési, 1égzési elégtelenség, tiildégyulladas vagy szepsis jelentkezhet (Rodler, 2005). A betegség
lappangasi ideje valtozd, a tiinetek akéar 24 oraval is megjelenhetnek a fertdzott €lelmiszer

elfogyasztasa utan, vagy akar 2-90 nap mulva (Szalka et al., 2005).

2.2.6 Elelmiszer eredetii lisztéria megbetegedések

A liszteridzis egy zoonotikus fert6zés, amely ritkdbban fordul eld, de tiinetei stlyosak, haldlozasi
aranya magas lehet (1. tablazat). Magyarorszagon évente 1 millid emberre egy-kettd liszteriozis
megbetegedés  jut. 2007-ben 9, 2008-ban 19, 2009-ben 16 esetet regisztraltak
(http://www.mebih.gov.hu/).

Liszteriozis betegség megelizése

Hiitést igénylo ¢élelmiszereket 5 napon tul nem szabad a hiitészekrényben tarolni. A hiitdszekrény
belsejét tisztan kell tartani, rendszeresen ki kell mosni és fert6tleniteni, a hdmérséklete ne haladja
meg a 4 C°-t. Nyers allati ételt nem szabad fogyasztani, az ételeket meg kell siitni vagy fzni, ugy

hogy a belsejiikk minimum 2 percig legalabb a 75 C°-t érje el (http://www.mebih.gov.hu/ B).


http://www.mebih.gov.hu/index.php/hu/rasff/kiemelt-rasff-uegyek/456-liszteria-bakterium-sajtokban.html
http://www.mebih.gov.hu/

1. tablazat: Liszteriozis jarvanyok

Evszam | Hely Fertozott Torténete
élelmiszer

1980 Uj-Zéland hal és 29 beteg, ebbdl 9 halott (Lennon et al.,
halkészitmények | 1984)

1981 Kanada kaposzta Kb. 40 beteg, jelentds szamban terhes nok

(Schlech et al., 1983)
1983 USA pasztérozott tej | 49 beteg, 14-en meghaltak
1984 Svajc Lagy sajt 57 beteg, 19-en meghaltak

1992 Franciaorszag | Fogyasztasra 279 eset, ebbdl kb. 85 halallal végzddott
kész disznohus

1997 Olaszorszag | Kukoricasalata | 1566 eset, 292 embernek volt sziiksége
sulyos tlineteik miatt korhazi kezelésre
(Aureli et al., 2000)

1998- USA Hot dog 101 betegbdl 21-en meghaltak (A:

1999 MEBIH)

1998- Finnorszag Vaj 25 megbetegedés, 6 halaleset (EFSA,

1999 2007)

2000 USA pulykahtis 29 betegbdl ketten meghaltak (A:

MEBIH)

2006 EU Svéjcban, Cseh- | Osszesen 120 beteg, 74%-uk keriilt
orszagaiban 9 | és, korhazba, 17-en meghaltak (EFSA, 2007)
jarvany Németorszagban

lagysajt
2008 Kanada Szennyezett his | 56 megbetegedésbdl 20 végzodott halallal
(C: MEBIH)
2009 Ausztria sajt 12 beteg, 2 halaleset (A: MEBIH)

2.2.7 Szabalyozas
A 2005. november 15-i 2073/2005/EK (Eurépai Kozosségek Bizottsaganak) rendelete az

¢lelmiszerek mikrobioldgiai kritériumairdl szol. Mikrobioldgiai kritériumokat allit fel az egyes
mikroorganizmusokra, és meghatarozza azokat a higiéniai szabalyokat, amelyeket az élelmiszer-
ipari vallalkozoknak be kell tartaniuk (1441/2007/EK RENDELET).

Az SCVPH a kozegészségiigyi vonatkozasu alllat-egészségligyi intézkedésekkel foglalkozo
tudomanyos bizottsag szakvéleményt adott ki a Listeria monocytogenes-rél. A szakvélemény eldirja
(2. tablazat), hogy az élelmiszerekben a Listeria monocytogenes szama a 100 cfu (telepképzo
egyseg)/g érték alatt maradjon (2073/2005/EK RENDELET).

2. tablazat: Elelmiszer-biztonsagi kritériumok (1441/2007/EK RENDELET)

Elelmiszer-kategéria Hatarérték Az a fazis, ahol a Megjegyzés
kritériumot




alkalmazni kell

,,1.1. CsecsemOknek szant,
fogyasztasra kész élelmiszerek
és specialis gyogyaszati célra
szant,

fogyasztasra kész élelmiszerek

25 g-ban nincs jelen

Forgalomba hozott termékek,
eltarthatosagi idejiik alatt

1.2. Az L. monocytogenes
szaporodasat eldsegitd
fogyasztasra kész élelmiszerek,
a csecsemoknek

szant, fogyasztasra kész
¢élelmiszerek és a specialis
gyoOgyaszati célra szant,
fogyasztasra kész

¢élelmiszerek kivételével

100 cfulg

Forgalomba hozott termékek,
eltarthatosagi idejiik alatt

Ez a kritérium akkor
alkalmazando, ha a gyart az
illetékes hatosag szamara
elfogadhaté méodon igazolni tudja,
hogy a termék eltarthatosagi ideje
alatt mindvégig a 100 cfu/g
hatarérték alatt marad. Az
¢élelmiszer-ipari vallalkozo
meghatarozhat a technologian beliil
k6zbenso hatarértékeket,
melyeknek elegendéen kicsinek
kell lenniiik annak biztositasa
érdekében, hogy a termék az
eltarthatosagi id6 végén a 100 cfu/g

25 g-ban nincs

Mielétt az élelmiszer kikeriil az
azt el6allito élelmiszeripari
vallalkozé kozvetlen
ellendrzése aldl

Ezt a kritériumot az el6allito
¢élelmiszer-ipari vallalkozo
kozvetlen ellendrzése alol még ki
nem keriilt termékekre kell
alkalmazni minden olyan esetben,
amikor a véllalkoz6 nem tudja az

jelen illetékes hatosag szamara

elfogadhaté modon
igazolni, hogy a termék
eltarthatosagi ideje alatt mindvégig
a 100 cfu/g hatarérték alatt marad.

1.3. Az L. monocytogenes Forgalomba hozott termékek,

szaporodasat nem elGsegito, eltarthatosagi idejiik alatt”

fogyasztasra kész élelmiszerek

a csecsemoknek

szant, fogyasztasra kész 100 cfulg

¢élelmiszerek és a specialis
gyogyaszati célra szant
fogyasztasra kész élelmiszerek
kivételével

2.3 Stresszhatasok

Ahhoz, hogy a mikroorganizmusok kedvezdtlen kornyezetbe jussanak élettevékenységeiket kell
megvaltoztatni. Ezt a tartdsitassal érhetjiik el. A tartositds magdban foglalja az 6sszes olyan eljarast,
amellyel az ¢élelmiszereket megvédhetjiik a romlastol. A nyersanyagok ezaltal megtarthatjak értékes
anyagaikat, romldsmentesen tarolhatoak, és a fogyasztas idétartama is nd. A tartdsitassal azonban
stresszhatasok érik a mikroorganizmusokat, melyek megprobalnak alkalmazkodni az 1j
feltetelekhez.

2.3.1 Homérséklet

A Listeria monocytogenes megfeleld tapkozegben -1,5 — 45 °C kozotti homérsékleten képes
szaporodni, habar az optimalis szaporodédsi homérseklet szamara a 30 — 35 °C. Az 50 °C feletti
hémérséklet a patogénre letalis hatast fejt ki, a 0 °C alatti pedig inaktivalja, mert az élelmiszer

elkezd megfagyni (Lado és Yousef, 2007).



Az élelmiszertartositasban gondot jelent, hogy a Listeria monocytogenes hiitési hémérsékleten is
képes szaporodni és fagyasztasi hdmérsékleten életben maradni. Kisérletek bizonyitottak, hogy -18
— (- 20) °C kozotti hdmérsékleten életben tudott maradni 3 honapon at a patogénnel beoltott marha,
virsli, kukorica, hal, garnélarak, jégkrém mintdkban és ez alatt az id6 alatt egy nagysagrendnyi

csokkenést mutatott (Palumbo és Williams, 1991).

2.3.2 Vizaktivitas

A mikroorganizmusok szaporoddsa vizhez kotott, ez azt jelenti, hogy az adott élelmiszer
nedvességtartalma befolyasolja a mikroba szaporodasat. A vizaktivitas (ay) egy olyan viszonyszam,
amely megmutatja, hogy a termék nedvességtartalmabol képz0dd viz parcidlis gdznyomasa hanyad
része a tiszta viz parcidlis géznyomdsanak adott homérsékleten. A vizaktivitds értéke fligg az
¢lelmiszer nedvességtartalmatol, a homérséklettdl ¢s a termék kémiai Osszetételétol
(http://webcache.googleusercontent.com/)

Az a, érték alapjan az ¢lelmiszereket hdrom csoportra bonthatjuk. A magas viztartalmi
¢lelmiszerek (HMF) a,, értéke 0,99-0,9 ;mint példaul friss hus, friss hal, friss és konzerv gyiimolcs
¢s zoldség, virslik, vaj, tej, majonéz, sajtok (cheddar, miinster), sonka, szaraz kolbasz, gylimolcslé
koncentratum. A kozepes viztartalmu élelmiszerek (IMF) ay, értéke 0,9-0,6 érlelt sajt, szalami-aruk,
dzsemek, gyiimoélcs tortak, szarazaruk, narancs juice koncentratum, margarin, gyiimolcs juice
koncentratum, szirupok, lisztek, siitéipari termékek, kondenzalt tej, lekvarok, marcipan, melasz,
szaritott fiige, sozott hal, did-mogyord, nyers cukorrépa, gabonaf€lék, széritott gylimolcsok,
karamell, o6rolt kavé, medvecukor, parmezan/sprinz sajtféleségek. Az alacsony viztartalmi
¢lelmiszerek (LMF) a, értéke 0,6-0,0 méz, tészta (nokedli, ravioli) csokoladé, bonbonok, ragdgumi,
fiszerek, kakad, tojaspor, szaritott burgonya, krékerek, piskotak, corn flakes, levespor, poralapu
tortakeverék, szaritott tejpor, szdritott zoOldségek, fagyasztva széritott termékek, nescafg,
gyogyszeripari porok. Az alacsony viztartalmi élelmiszerekben a mikroorganizmusok teljesen
gatolva vannak, mig a kdzepes viztartalmuak stabilitasat jelentdsen, a magas viztartalmu termékek
eltarthatosdgat pedig dontéen befolyasolja a magas viztartalom. A vizaktivitds csokkentésére
szolgalnak a tradicionalis tartositasi modszerek, mint példaul a szaritds, a so6zas vagy cukor
hozzaadésa az ¢élelmiszerekhez (http://www.vitaliskft.com/).

Az alacsonyabb hémérséklet és a vizaktivitas biztositja, hogy a Listeria monocytogenes ne tudjon
szaporodni az élelmiszerekben, a tGlélése pedig fligg a csokkentett nedvességtartalmt kdzegben a
vizaktivitds lecsokkentésére alkalmazott oldott anyagtol. A talélés mértéke megegyezd ay
értékeknél, de eltéré oldott anyagok esetén propilén glikol, NaCl, szachardz, glicerin sorrendben
novekszik (Miller, 1992).
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2.3.3 pH

A Listeria monocytogenes a természetben a savas es6, a tragyazas és a silozas altal, valamint az
emberi szervezetben a gyomron athaladva, illetve a fermentalt élelmiszerekben is leginkabb a savas
kornyezettel talalkozik. A patogén képes alkalmazkodni a savas koriilményekhez. Savtiirésének
kialakulasa fiigg a szaporodas fazisatol, a torzs tipusatol, illetve az alkalmazott pH értékétol. A
baktérium pusztulasat okozo letalis savas pH-val szembeni ellenallo képessége javulhat, ha tobbszor
kerlil enyhén savas pH-ju kornyezetbe (Ryser és Marth, 1988/A). A sejt ugy tud védekezni a
gyengén savas kémhatasi kozeg ellen, hogy gyorsan kijuttatja magabdl a felesleges belsd
protonokat. Egy kritikus pH szintet atlépve a sejt mar nem képes ezt véghezvinni, igy a citoplazma
pH-ja nem védi a patogén ¢€letmiikddését. A citoplazma elsavasoddsa ahhoz vezet, hogy lecsokken a
membranon keresztiili proton transzport, azaz a sejt életmiikodését fenntartd energia megsziinik
(Stratford és Anslow, 1998; Young és Foegeding,1993).

A Listeria monocytogenes semleges pH (pH 6,0 — 8,0) tartomanyban tud a legjobban szaporodni.
Gyengén savas kémbhatast élelmiszerekben és még a savas, pH 4 — 3,6 kortilmények kozott is képes
szaporodni. A hiités lassitja szaporodasat, tulélését viszont tdmogatja a savas kémhatasu
¢lelmiszerekben. Kutatasok igazoltak példaul a talélését kemény szalamiban (pH 4,4) hiitve tarolas
alatt. Annal nagyobb a gatlas, minél kisebb a pH ¢és a hémérséklet (Johnson et al., 1998). A
fermentalt élelmiszereknek az alacsony pH az egyik legfébb biztonsagi és mindségi tulajdonsaga.
Tanulmanyok szerint a Listeria monocytogenes képes a talélésre narancslében pH 3,6 4 °C
hémérsékleten 1-4 napig (Paris és Higgins, 1989), valamint 200 illetve 365 napig a cheddar sajtban
pH 5,1 13 °C és 6 °C hémérsékleten tarolva (Ryser és Marth, 1988/B).

2.3.4 NaCl

A magas sokoncentracié gatolja a baktériumok szaporodasat az élelmiszer vizaktivitdsanak
csokkentésével. A Listeria monocytogenes jelenlétét 259 napig ki tudtak mutatni a sajtgyartashoz
hasznalt sos paclében (23,8% NaCl, pH 4,9, hdmérséklet 4°C. Ez azt bizonyitja, hogy a Listeria
monocytogenes magas sokoncentraciot is képes elviselni, €s a paclé az élelmiszeriparban nem véd
meg t6le (Larson et al., 1999). A 6, 16 ¢és 26%-o0s NaCl koncentraciok hatasat vizsgaltak a Listeria
monocytogenes tulélésére, alacsony hémérsékleten (10°C hiitési hémérsékleten és 2°C koriil),
valamint fagyasztott -18°C-os kornyezetben. Minden vizsgalt sOkoncentracié hatastalannak
bizonyult a patogén sejtszamanak csokkentésére az alacsony hdmérsékletli 6 oras tarolasi id6 alatt.
Hosszabb idon keresztiil, 33 napon at azt tapasztaltak, hogy a patogén sejtszama a 6%-0s NaCl
koncentracio mellett nétt, nem valtozott a 16%-os NaCl tartalom esetén, mig a 26%-0s NaCl

koncentracioban hanyatldsnak indult 0-4°C hémérséklet tartomanyban (Hudson, 1992).
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2.3.5 Nizin

A nizin tartositoszerként torténd alkalmazasat szamos orszagban és foldrészen, mint példaul USA-
ban, Ausztralidban, Dél-Afrikaban, Oroszorszagban, Indidban engedélyezték az élelmiszeriparban.
A nizin (E234) polipeptidekbdl all6 csoport, amelyet 34 aminosav alkot (EFSA, 2006). Kémiai
felépitése szerint a nizin a lantibiotikumok csoportjaba tartozik, amelyek kis méretii, lantionint és
B—metillantionint tartalmazo bakteriocinek (Deak, 2006). A Lactococcus lactis subspecies lactis
bizonyos torzsei termelik. Eldallitadsara a genetikailag modositott baktériumok alkalmazasa is
lehetséges. A tartositoszer tevékenysége elsdsorban a Gram-pozitiv baktériumok sporaira ¢és
vegetativ sejtjeire hat. Egyéb tartositasi modszer hianyaban a nizin nem gatolja a Gram-negativ
baktériumokat, penészeket és az ¢élesztOket. Azért, mert szamdra a Gram-negitiv baktériumok kiilsd
membranja athatolhatatlan. Gyakran kombinéacioban hasznaljak, kolesondsen egymast megerdsitd
tartositasi modszerekkel, mint példaul alacsony pH vagy magas s6 koncentracio.

A bakteriocinek sokban kiilonbdznek az antibiotikumoktodl: szintézisiikben, mérgezd hatasukban,
ellenalld képességiikben. Sok tejsavbaktérium van tejipari és husipari termékekben, amelyek
kiilonféle bakteriocint termelnek. A nizin jelenlétébdl arra kovetkeztethetiink, hogy
tejsavbaktériumok is jelen vannak az élelmiszerekben, melyekhez kozvetleniil adjak hozza ket
vagy pedig starterkulturaként keriilnek bele. A szervezetiinkbe bevitt élelmiszerek nizin tartalma
nem veszélyes az egészséglinkre, mivel a tripszin (fehérjebontd enzim) és a pankreatin
(hasnyalmirigybdl kivont vegyiilet) hatastalanitjak, gyorsan és teljes mértékben lebontjak. A bél
mikroflorajara igy nincsen hatassal. Semmiféle utalds nincs arra, hogy a nizin ¢lelmiszer-adalékként
valo alkalmazasa a terapids jelleggel hasznalt antibiotikumoknak ellenallé mikroorganizmusok
kialakuldsat segitené. A nizinnek kettés mikrobadlé tulajdonsiga van, gatolja az
elektrontranszportban az oxigén felvételét, igy a megtamadott sejt nem tudja a szintézis¢hez
sziikséges energiat eldallitani, valamint a citoplazma membranban porusokat képez, amelyen
keresztiil a kismolekuldjii anyagok kidramlanak a sejtbdl. Hatasspektruma sziik. HOtlir6 anyagként
hat a veszélyes klosztridiumokra és szamos baktérium ellen, amelyek a sajtgyartas soran
nemkivanatos aromdkat hozhatnak 1étre. A nizin ezért f6képp a hdre érzékeny tejtermékekben vald
felhasznalasra alkalmas.

Jelenleg a nizint csak az ¢élelmiszerek tartositasdban haszndljdk, gyogyaszati célokra nem
alkalmazzak (EFSA, 2006). Foként a tejtermékekben a Clostridium botulinum, sajtokban a kései
puffadast okozoé Clostridium butyricum és a Clostridium tyrobutyricum spérak gatlasara
alkalmazzak. Mindazonaltal konzervipari termékekben is felhasznaljak a klosztridiumok
inaktivalasara 4,5-nél nagyobb pH-ji és kis savtartalmu kornyezetben. Pasztérozott sonka,
z6ldségkonzervek, kolbaszok, spagetti- és makaronikonzervek eldallitasanal is igénybe veszik

(Deék, 2006). A nizin kizarolag a kovetkezo felhasznalasokra engedélyezett: dmlesztett sajtok és

12



érlelt sajtok (max. 12,5 mg/kg), buizadara- és tapiokapuding (max. 3 mg/kg), tejfol (max. 3 mg/kg),
mascarpone (max. 3 mg/kg). Elfogadhaté napi beviteli mennyisége, pedig 0,13 mg/kg (EFSA,
2006).

2.4 Gattechnologia

A gat technologia egy kombinalt tartositasi modszer, amelyet Lothar Leistner vezetett be az 1980-as

években.

- -
- . - s - - .
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—t F [ t i a, h pH A Eh s pres.

2. abra Ot akadaly, amelyet az élelmiszer tartositisban hasznalunk
(Forras: Leistner és Gorris, 1995)
F: nagy homérséklet, t: hiités, a,,: vizaktivitas, pH: savassag, Eh: redoxpotencial, pres.: tartositoszer
A gat elv szerint ahhoz, hogy a mikroorganizmusok egy termékben életben maradjanak vagy

elszaporodjanak, tobb tartdsitd tényezd akadalyan kell atjutniuk. Két vagy tobb dkoldgiai tényezot
lehet kombinalni, annak érdekében, hogy jobb mindséget érjlink el az élelmiszerek tartdsitdsdban.
Ezek a tényezOk Onmagukban nem vezetnek a mikroba gétldsdhoz, de kisebb dozisokban,
egylittesen alkalmazva elegenddek. Hatasukkal gyakran egymast erdsitik, szinergens moddon
érvényesiilnek. A modszerek kombindlasaval 0j tartositd eljarasokat és 10 termékeket lehet
1étrehozni (Dedk, 2006).

Az 2. abran lathatéak az élelmiszerek tartositasaban a leggyakrabban el6forduld gatak, mint
példaul a hdmeérséklet (magas vagy alacsony), vizaktivitas (ay) savassag (pH), redoxpotencial (Eh),
tartositoszerek (nitrit, szulfit) és az egymassal versengd mikroorganizmusok. Mindazonaltal tobb
mint 60 potencialis gatja van az élelmiszerekben talalhatd mikroorganizmusoknak. Ezek javithatjak
a termékek stabilitasat és/vagy a mindségét, ugyanakkor intenzitasuktol fliggéen lehetnek pozitiv,
illetve negativ hatassal is az élelmiszerekre. Példaul a fermentalt kolbasz pH-ja, amelynek elég
alacsonynak kell lennie a patogén gatlasara, de nem szabad olyan alacsonynak lennie, hogy rontsa a
termék izét. Az akadaly technologia sordn a gatakat az élelmiszerek optimalis tartoméanyaban tudjak
tartani. A cél az, hogy ezeknek a gataknak egy megfelelé kombinaciojat alkalmazva, javitani tudjuk
az ¢lelmiszerek mikrobakkal szembeni stabilitasat, érzékszervi mindségét, valamint a taplalkozasi

¢s gazdasagi tulajdonsagait (Lothar, 2000).
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3 AMUNKA CELJA

A kutatomunkam célja a Listeria monocytogenes torzsek talélési-alkalmazkodasi képességének
vizsgalata 37°C homérsékleten, kiilonb6z6 pH, NaCl és nizin Osszetételi modell oldatokban a
korokoz6 gatlasara, tejipari termékek biztonsagossaganak novelésére.

A vizsgalatok soran elsddleges cél a harom stressztényezd egyiittes hatasanak, szaporodast gatlo

koncentracidinak megallapitasa hatasfeliileti modszer alkalmazasaval.

4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Felhasznalt Listeria monocytogenes torzsek

A munkamban harom Listeria monocytogenes torzset hasznaltam. Ebbdl egy torzs a
torzsgylijteménybdl szarmazik és kettd a tejipari izolatum.

e Listeria monocytogenes CCM 7202 (torzsgyljteményi), jelolése C3

e Listeria monocytogenes (tejipari izolatum), jelolése L4

e Listeria monocytogenes (tejipari izolatum), jelolése P13

4.2 Tapkozegek

Higito folyadék:

o NaCI 8’59
e Pepton 19
e Desztillalt viz 1000 ml

BH agar (Brain Heart Agar):

e Brain Heart Broth (Merck) 379
e Agar-agar (Merck) 159
e Desztillalt viz 1000 ml

CASO agar (Casein-peptone Soymeal-peptone Agar) - Tryptic Soy Agar:

e Tryptic Soy (CASO) Broth (Merck) 309
e Agar-agar 159
e Desztillalt viz 1000 ml
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4.3 Vegyszerek

e NaCl: Merck (1.06404.1000)
e Nizin por: (Sigma—AIdrich), C143H208037N42S7, Osszetétele: Nizin — 25%, NaCl — 77,5%,

Protein — 12%, szénhidrat — 6%, nedvességtartalom — 2%

4.4 A kiserlet leirasa

A kisérletek soran a tenyésztést mikrotitralé lemezen végeztem. A tenyésztéshez kiillonbozé pH-ju
NaCl és nizin tartalma BH tapleveseket allitottam 6ssze a 3. tablazat szerint.
A vizsgalathoz egy torzsgyijteményi (Listeria monocytogenes CCM7202) és két sajtbol nyert

tejipari izolatumot (Listeria monocytogenes L4 és Listeria monocytogenes P13) hasznaltam fel.

3. tablazat: A kiilonb6z6 pH-ji, NaCl és nizin 6sszetételii BH oldatok kombinacio6i

BH leves jelolése pH | NaCl (%) | Nizin (U)
1 5 5 30
2 5 5 90
3 5 9 30
4 5 9 90
5 8 5 30
6 8 5 90
7 8 9 30
8 8 9 90
9 3,97 7 60

10 9,02 7 60
11 6,5 3,63 60
12 6,5 10,36 60
13 6,5 7 9,54
14 6,5 7 110,45
15 6,5 7 60
16 6,5 7 60
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3. abra Multiskan Ascent 96 Plate Reader
(Forras: http://www.google.hu/imgres)

A felhasznalt Listeria monocytogenes torzseket BH ferde agaron 24 6raig 37 °C-on tenyésztettem.
Ezt kovetden steril desztillal vizzel mostam le a BH ferde agar feliiletérdl.

pipettaztam a kiilonb6z6 pH-NaCl-nizin tartalmu tapleveseket (270 ul) tartalmazé mikrotiter lemez
cellaiba. Az eltéré Osszetételli tapleveseket 3-3 parhuzamosban, random elrendezésben mértem az
ELISA mikrotiter lemez cellaiba. A Listeria monocytogenes szuszpenziok tényleges
37 °C-on). A szaporodas detektdlasa automata optikai denzitds mérd berendezéssel tortént
(Multiskan Ascent 96 Plate Reader) 37°C-on val6 24 6ras inkubacio soran (3. abra). A késziilék
elére bedllitott program alapjan az OD értékeket masfél oranként, a lemezek eldzetes razatasa utan
mérte meg. A torzsek szaporodasi gorbéinek az elkészitése az OD értékek segitségével tortént. A

statisztikai értékelést Statistica 9.0 for Windows szoftverrel végeztem.

4.5 Kisérlettervezés

A kisérlettervezésnek két modszertana valt ismertté. Az optimdlis kisérlettervezéshez minden
rendelkezésre allo szakismeretet fel kell hasznélni az objektumrol a hatékony tervezés érdekében.
Ezeket az el6zetes ismereteket priori informacioknak nevezziik. Az optimalizalo kisérlettervezésnél
linearis és madasodfokt fiiggvények alkalmazasaval az optimdlis miikodés tartomanyat jellemzo
fliggetlen valtozo-értékeket keresiink. Az objektum teljes megismerésére és az ok-okozati
Osszefiiggések teljes vizsgalatara nem toreksziink az optimalizal6 kisérlettervezés soran.

A 2° tipusu faktorialis kisérlettervekben ugynevezett fiiggetlen véltozok, azaz faktorok és egy vagy
tobb fiiggd valtoz6 kombinacidja szerepel. Faktorszinteknek nevezziik a fiiggetlen valtozok
beallitando értékeit (Kemény, 1985). Kdzponti kompozicios tervet alkalmazunk tobb faktor esetén.
Ezeknek az alapja egy 2p tipusu teljes faktorialis kisérleti terv. A koordinatatengelyeken 2p un.
csillagpontok és kc centrumbeli kisérlet talalhatéak. A csillagpontok o tavolsdgra vannak a
centrumtol. Az a értékek befolyasoljak a terv ortogonalitasat és a forgathatdsagat (Kemény et al.,
2004).

A kisérletek megfelel elkészitéséhez sziikség van randomizéalasra. A randomizalés alatt a kisérletek
sorrendjének véletlenszerli ismétlését értjiik. A kisérleti tervek készitésekor azt feltételezziik, hogy a
célfiiggvényt csak a vizsgalt faktorok befolyasoljadk és az Gsszes tobbi tényezOnek nincs jelentds
hatdsa. A vizsgalt faktorokénal kisebb hatast tényezOk egy része ismeretlen, hatasuk az idével
valtozik, ha azonos iranyba valtoznak az iddvel, akkor a faktor hatdsa az idében valtozo tényezdk

hatasatol nem kiilonithetd el, ezért sziikséges a randomizalas (Kemény, 1985).
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A valaszfeliilet modszere

A hatasfeliileti analizis egy tapasztalati modellezési eljaras, amely eldre jelzi a kisérleti faktorok és
a kapott eredmények kozotti kapcsolatot. Mostanaban ez az egyik legkdzkedveltebb optimalasi
technika az élelmiszer tudoméany teriiletén azért, mert egyszeriien alkalmazhatd, atfogéd elmélettel és

magas hatasfokkal rendelkezik.

Response Surface Design
Central Composite

4., abra Kozponti Elrendezésii Kisérletterv
Forras: http://www.jgna.com/doe2.gif
A legegyszeriibb kisérleti terv tipus, amit hasznilnak a hatasfelilleti moddszerben, az a
4. abran lathaté Kozponti Elrendezésii Kisérletterv (CCD - Central Composite Design.
A kisérletek pontjainak a szama elegendd a felallitott modell érvényességének €és hidnyossagainak
statisztikai elemzésére. A Kozponti Elrendezésti Kisérlettervben a kdzéppontot tobbszor ismétlik,
hogy megbecsiiljék az eltérést és megkapjak a kisérleti és véletlenszerli szorast. Az Osszes probat
elvégzik a véletlenszerli elrendezésben azért, hogy kizarjék a kornyezeti tényezok zavard hatasat.
Ha a vizsgalatban 3 fiiggetlen tényezOt hasznaltak a Kozponti Elrendezésti Kisérlettervben, a
regresszids modell megmutatja, hogy a 3 fiiggetlen tényezd és a kivalasztott kombinaciok, milyen
hatast fejtenek ki az optimalizacids paraméterrel €s ezaltal minimalizalni tudjdk az elvégezendd
kisérletek szamat.
A valtozok kodolt értéket vesznek fel, melyet a kovetkezd egyenlettel hatdrozunk meg:
Xi = Xi-Xo/AX,
ahol x;: a valtozo kodolt értéke, X;: valos érték, Xo: kozéppont valos értéke, AX: 1épéstavolsag, azaz
variancia intervallum.

A rendszer viselkedése a kdvetkezé masodfoku polinom egyenlettel leirhato:
Y=Bg+ 2 Bix +X Binin +2 Binj 2

Ahol:

Y = elore jelzett valasz
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n = értékek szama

Bo = konstans

Xi , Xj, = bemeneti, kodolt fliggetlen valtozok

Bi Bij, Bjj= linearis tényezd (Yu-Long Gao et al., 2007).
Az illesztett polinom egyenlet segitségével lehet kifejezni a feliiletet és a gorbék kontirvonalat azért,
hogy szemléltesse a kapcsolatot a feliilet és minden faktor kisérleti szintjei kozott. Ezaltal
kovetkeztetni tudunk az optimalis feltételekre.
Esetemben az optimalasi kisérletekkel ellentétben azokat a feliileteket/kombinaciokat kerestem,
amelyek gatoljak a Listeria monocytogenes szaporodasat.
A variancia-analizis szerint a hatas és a kiilonalldo egyenes regresszios egyiitthatdjat a masodfoka
egyenlet és a feltételek koOlcsOnhatasa hatdrozza meg. A regresszios koefficienst statisztikai
szdmitdsra haszndljuk azért, hogy létrehozzunk, ezéltal egy térbeli leképezést a regresszios
modellrél. Ha a p érték kisebb 0,05-nél, akkor statisztikailag szignifikdnsnak tekinthetdk az
eredmények (Yin et al., 2011).
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5 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Baktérium szaporoddsa

A Multiscan Ascent berendezés segitségével kapott OD értékek alapjan vettem fel a harom torzs
szaporodasi gorbéit. A mérés kezdetétdl fogva a késziilék masfél dranként mérte az OD értékeket. A
24 o6ras mérés utdn a kapott OD  értékeket az 1d0 filiggvényében abrdzoltam
(5. - 10. abrak).

Lathat6, hogy minden kisérleti beéllitasnal 14 oOrdig tartott a lag-szakasz, hiszen az OD értékek

eddig az idépontig nem ndvekedtek.

0,9
0,8
0,7
0,6 ——5:5:30
£ 05 A -
S / \/\-—- 5:9:30
. 04
S /
C 3 —8-8:5:30
| 7
0,2 / / —=—3.9:30
0,1
0 ﬁi.i#ﬁ:#.*gﬂ
0 5 10 15 20 25
1dé (()l‘ﬂ) pH;N&C'(%);
Nizin(U)
5. abra A Listeria monocytogenes CCM 7202 torzs szaporodasi gorbéi 30 U nizin tartalmu
taplevesben
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6. abra A Listeria monocytogenes L4 torzs szaporodasi gorbéi 30 U nizin tartalmu taplevesben
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1d6 (ora) pH:NaCl(%):
Nizin(U)
7. abra A Listeria monocytogenes P13 torzs szaporodasi gorbéi 30 U nizin tartalmi
taplevesben

A 5. abran lathato torzsgytjteményi Listeria monocytogenes CCM 7202 torzs a 15-dik 6raban
kezdte meg a szaporodasat a pH 8 - 9%-0s NaCl tartalmu levesben, majd a 21. 6ra kérnyékén a pH
8 - 5% NaCl tartalmt kombinaciokban. Végiil a 22-dik 6raban a pH 5 — 9% NaCl tartalmu levesben
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is megkezd6dott a Listeria monocytogenes szaporodasa. A térzsgytijteményi torzsnél a pH 8 — 5%
NaCl tartalmi kombinacional 2-3 éraval késobb, a pH 5 — 9% NaCl 6sszetételli levesben pedig 4-5
oraval késobb indult meg a szaporodds a tejipari izoldtumokhoz képest. Ebbol az latszik, hogy a
torzsgylijteményi torzs sejtjei lassabban alkalmazkodnak a kisérleti koriillményekhez, mint a tejipari
izolatumok.

Az L4 jell torzs - szaporodasi gorbéit a 6. abra mutatja - és P13 sajtbol nyert tejipari izolatumok
ugyanolyan tartalmi kombinédcidknal, szinte azonos 6raban kezdték meg a szaporodast. A pH 8 —
9% NaCl tartalmu keveréknél a kisérlet 15-dik 6rajaban, a 18-dik ordjaban pH 5 — 9% NaCl és a 19.
ordjaban pH 8 — 5% NaCl 0Osszetételii oldatban kezdddott a novekedés. Az elvégzett kisérletek
alapjan a legnagyobb mértékii szaporodast a P13-as jeli Listeria monocytogenes mutatta, amelynek
a gorbéit a 7. abra tartalmazza.

A 30 U tartalmu taplevesben a legnagyobb ellenalld képességgel a P13 torzs rendelkezik, amelynek
szaporodasa a 15. oraban a pH 8 - 9% NaCl, 18. éraban a pH 5 — 9% NaCl, 19. éraban pedig a pH 8
— 5% NaCl osszetételii oldatokban is megindult. A tobbféle alkalmazott kombinaciokban és az
Osszes vizsgalt torzsek koziil a P13 érte el a legmagasabb 0,68 OD értéket pH 8 — 9% NaCl és 30 U
nizin tartalm® taplevesben a szaporodési gorbéjének exponencidlis szakaszdban. Mind a harom
torzsnél optimalis szaporodasi homérsékleten, 24 ora alatt sem tortént szaporodas a pH 5 — 5%
NacCl tartalmt kombinacional.

A 60 U nizin tartalmi levesekben hat féle kombinacion tanulmanyoztam az adott torzsek
szaporodasat. A harom torzsnél a lappangasi szakasz itt is 14 Oraig tartott, a szaporodas a 15-dik
6ratol kezdodott.

Megfigyelhetjiik, hogy a torzsgylijteményi torzs esetén az optikai denzitas érték a 15. és a 16. ora
kornyékén a pH 6,5 — 7% NaCl tartalmazé oldatban és 21. 6raban a pH 6,5 — 10,36% NaCl
Osszetételll oldatban kezdett el ndvekedni (8. abra). A két tejipari izolatumhoz képest gyengébben
szaporodott az adott kisérleti kdrnyezetben, sét a pH 3,97 — 7% NaCl, a pH 9,02 — 7% NaCl és a pH
6,5 — 3,63% NaCl feltételek mellett nem is volt képes 24 ora alatt a szaporodasra 60 U nizint

tartalmazo taplevesekben.
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9. abra A Listeria monocytogenes L4 torzs szaporodasi gorbéi 60 U nizin tartalmu taplevesben
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10. abra A Listeria monocytogenes P13 torzs szaporodasi gorbéi 60 U nizin tartalmu
taplevesben

Az 14 torzs szaporodasa a kisérlet 15. és 16. 6rajaban a pH 6,5 — 7% NaCl osszetételii levesekben, a
17. 6ra kornyékén pedig a legnagyobb mértékben a pH 6,5 — 10,36% NaCl Osszetételii oldatban
indult meg, amelyet a 9. abra mutat. Ezen kiviil a pH 9,02 — 7% NaCl és a pH 3,97 — 7% NacCl
tulajdonsagu taplevesben csak a kisérlet vége felé kezdte meg a szaporodast. A tesztmikroba a pH
9,02 — 7% NaCl tartalmt kombinacioban a 22-23. o6ra koriil, mig a pH 3,97 — 7% NaCl tartalmazo
oldatban a 21. 6raban kezdte meg a szaporodast. A pH 6,53 — 3,63% NaCl kombinacié az L4 torzs
szaporodasat gatolta a mérés egész ideje alatt igy, mint a térzsgylijteményi torzs esetében.

A 10. abran a P13 tdrzsnél mind a hat vizsgalt kombinadcidban tapasztalhatd volt a szaporodasi
képesség novekedése. A P13 tejipari izolatum volt a leginkabb alkalmazkodé torzs. Még a pH 6,53
— 3,63% NaCl tartalmu levesben is beindult a szaporodasa a kisérlet utolsé 6rajaban. A 21. 6raban a
pH 9,02 — 7% NaCl és a pH 3,97 — 7% NaCl tartalmt oldatkombinacidokban kezd6dott a ndvekedés,
koriilbeliil két oraval korabban, mint az L4 térzsnél. Azonos idépontban indult be a pH 6,5 — 7%
NaCl, a pH 6,5 — 10,36% NaCl osszetételben az 14 és a P13 torzs altal okozott optikai denzitas
novekedése.

Az 14 torzs a pH 6,5 — 10,36% NaCl tartalmt levesben elért OD értéke (0,67) magasabb, mint a
P13 torzs ugyanilyen oldatkombinacidjaban.

Ennél az egy kombinacional fordult eld, hogy az L4 torzs legmagasabb OD értéke tulhaladja a

logaritmikus szakaszban a P13 torzs OD értékét, az Gsszes tobbi szaporodasi gorbéjénél 60 U nizin
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Osszetételti oldatban. A legalacsonyabb 9,54 U nizin tartalmu levesekben mind a harom Listeria
monocytogenes torzs viselkedése hasonld volt a pH 6,5 — 7% NaCl kombinacidonal. A gorbék
lefutdsan kozel azonos mértékli szaporodas figyelhetd meg, azzal a kiilonbséggel, hogy a
torzsgytjteményi torzs csak a 19,5. éraban kezdett el szaporodni, mig a két tejipari izolatum mar
1,5 oraval elébb. A legmagasabb 110,45 U nizin 6sszetételnél, pH 6,5 — 7% NaCl kombinacioja
taplevesben a CCM 7202 torzsgyljteményi torzsnél és az L4 torzsnél a 18. 6rdban indult be a
novekedés, mig a P13 torzs esetében ismét egy korabbi idépontban, a 16,5. éraban.

A M.1. abraroél elmondhaté, hogy az alkalmazott legkisebb és legnagyobb nizin tartalmu
Osszetételnél, a pH 6,5 — 7% NaCl tartalom mellett a P13 torzs két szaporodasi gorbéje szinte
egyforma lefutasi. A M.1. abra szaporodasi gorbéi alapjan arra kovetkeztetek, hogy a P13 torzs
szaporodasat a pH 6,5 — 7% NaCl tulajdonsagt oldatban a 9,54 U és 110,45 U nizin tartalom nem
befolyasolta jelentdsen. A M.2. abran lathato, hogy a CCM 7202 torzs a 18. ora kérnyékén indult
novekedésnek a pH 8 — 9% NaCl, majd a 19. éraban a pH 8 — 5% NaCl osszetételben, ezt kdvetden
pedig a 20. 6raban a pH 5 — 9% NaCl tulajdonsagu taplevesben 90 U nizin tartalmt kombinacioknal.
Az 14 torzs esetében a pH 5 — 9% NaCl tartalmt levesben a 16,5. ora koriil lathaté az OD
novekedésének a kezdete, majd a 18. draban a pH 8 - 5% NaCl tartalmt kornyezetben (M.3. abra).
Egy kiilonleges estet figyelhetiink meg, ha a két tejipari torzs szaporodasat 6sszehasonlitjuk a pH 8
— 9% NacCl tartalmua oldatban mégpedig, hogy nem a P13 torzs, hanem az 1.4 térzs kezdte meg a
szaporodasat el6bb, 1 éraval, ugyanigy a pH 5 — 5% NaCl dsszetételnél (M.3., M.4.). A 90 U nizin
tartalmt taplevesben a pH 5 — 5% NaCl sszetételli kombindcional azt tapasztaljuk, hogy 24 ora

alatt sem tud a CCM 7202 t6rzs szaporodasnak indulni (M.2.)

5.2 Kombinalt hatas vizsgalata

Az el6z6 kisérletsorozat alapjan azt tapasztaltam, hogy pH, NaCl és nizin gyakorolt hatast a Listeria
monocytogenes sejtstirliségére. A kombindlt hatds feltardsdra kisérlettervezési modszert
alkalmaztam. Gyakorlatban a vélaszfeliileti médszerek (Response Surface Method, RSM) koziil a
Ko6zponti Elrendezésit Mddszert hasznaltam harom faktorral. A fiiggd valtozoként a szaporodas 24
Orajaban detektalt sejtstiriséget (ODsgsnm) valasztottam, amelynek valtozasat polinommal (1.
egyenlet) kozelitettem meg. A modell koefficienseit regresszids analizissel szamoltam ki.

Y =bo + by Xy + by X¢® + bg Xo + bg Xo® + bs X5 + bs Xs* + by XiXp + bg XiXg+ by XsXo +
b1o X1X2X3 (1. egyenlet)

Ahol: Y: sejtsiiriség (OD600nm), Xi: pH, X,: NaCl (%), Xs: nizin, b;: regresszios koefficiens. A

kovetkez6 fejezetekben torzsenként mutatom be az eredményeket.
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5.2.1 Listeria monocytogenes CCM 7202 torzs

A CCM 7202 torzs esetében a részletes kisérletterv és a kapott eredmények a 4. tablazatban

talalhatok. A mért ODsgsym értékek harom parhuzamos mérésnek az atlagat mutatjak.

4, tablazat: Kisérleti terv és a 24. oraban mért sejtsiiriiség (ODsgsnm)

pH NaCl (%) nizin (U) OD595nm
5 5 30 0,019
5 5 90 0,019
5 9 30 0,078
5 9 90 0,387
8 5 30 0,386
8 5 90 0,054
8 9 30 0,490
8 9 90 0,094
3,977 7 60 0,012
9,023 7 60 0,000
6,5 3,636 60 0,012
6,5 10,364 60 0,499
6,5 7 9,546 0,506
6,5 7 110,454 0,417
6,5 7 60 0,418
6,5 7 60 0,438

Variancia analizissel (ANOVA) ellendriztem a modell illesztését, amelynek eredménye az 5.

tablazatban talalhato.

5. tablazat: Variancia analizis eredmények

ANOVA; Var.:0D595nn@24h_CCM 7202 R-sqr=,90086; Adj:,81412 (Il
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Pure Error=,0001934
DV: OD595nm@24h_CCM 7202

Factor SS [dff MS | F | p

(1)pH (L) {0,018317 1/0,018317 94,71€0,06518¢

pH Q) 0,28598:| 1/0,28598:1478,787/0,01655:

(2)NaCl (L)|0,14173. 1 0,14173. 732,88:0,02350¢

NaCl (Q) ]0,05691¢ 1/0,05691¢ 294,32(/0,03706¢

(3)Nisin (L) |0,02362f 1 0,02362% 122,161 0,05744:

1L by 3L 0,13442: 1/0,13442. 695,082/0,02413¢

2L by 3L 0,00750: 1/0,00750: 38,79¢0,10134:

Lackof Fit |0,06788« 7 0,00969¢ 50,14€¢0,10832:

Pure Error |0,000197 1/0,00019:¢

Total SS 0,68669¢ 15
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Megallapitottam, hogy az altalam felallitott modell - a ’Lack of Fit’ p értéke (0,108322) alapjan -
csupan 90 % valoszinliséggel mondhatd megbizhatonak. Ez az érték bioldgiai rendszereknél jonak
mondhato. Ennek alapjan megvizsgaltam az egyes faktorok hatésat
(6. tablazat) a fliggd valtozora, valamint meghataroztam a regresszios koefficienseket

(2. egyenlet).

6. tablazat Kiilonb6z6 tényezok hatiasa a CCM 7202 torzsgyiijteményi torzs szaporodasara

Effect Estimates; Var.:OD595ni@24h_CCM 7202R-sqr=,90086; Adj:,81412 (IIK
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs, MS Pure Error=,0001934
DV: OD595nn@24h_CCM 7202

Effect Std.Err. t(1) p -95,% +95,% Coeff. Std
Factor Pure Err Cnf.Limt | Cnf.Limt C(
Mean/Interc. | 0,41877' 0,00667 62,758: 0,01014 0,33399 0,50356/| 0,41877' 0,0|
(L)pH (L) 0,073241 0,00752 9,732: 0,06518 -0,02238: 0,16887( 0,03662: 0,0]
pH Q) -0,31873: 0,00828' -38,455( 0,01655 -0,42405| -0,21342) -0,15936' 0,0}
(2)NaCl (L)| 0,20374:0,00752/' 27,071¢{ 0,02350| 0,10811 0,29937| 0,10187: 0,0
NaCl (Q) -0,14219' 0,00828' -17,155{ 0,03706 -0,24751. -0,03688| -0,07109' 0,0
(3)Nisin (L) | -0,08318. 0,00752' -11,052" 0,05744 -0,17881 0,01244( -0,04159: 0,0]
1L by 3L -0,259251 0,00983 | -26,364: 0,02413  -0,38419.| -0,13430/ -0,12962! 0,0
2L by 3L 0,06125/ 0,00983 6,228¢ 0,10134 -0,06369. 0,18619( 0,03062: 0,0]

Lathato, hogy a pH és a NaCl 95 % valdszintiséggel, a nizin 94 % valosziniiséggel hat a CCM 7202
torzs szaporodasara (6. tablazat). Szintén 90%-0S megbizhatosaggal elmondhatd, hogy a pH és
nizin, valamint NaCl és nizin kdlcsonhatast fejtett ki egymasra az alkalmazott modellben.

Ennek alapjan a sejtsiiriiség 24 oranal a 2. egyenlettel irhat6 le:
Y =-50+ 1,12 X3 — 0,07 X1 + 0,30 X, — 0,02 X,* + 0,02 X3 — 0,003 X1 X5 (2. egyenlet)

ahol y: OD595nm, X;: pH, Xz: NaCl (%), Xs: nizin (U).

A kapott egyenlet alapjan és a program segitségével a 11. és a 12. abran l¢évo hatasfeliiletekkel
szemléltettem a baktérium varhatd ODsgsnm értékét 24 oOras inkubacid utan az adott faktorok

fliggvényében.
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Fitted Surface; Variable: OD595nm@24h_CCM 7202
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Pure Error=,0001934
DV: OD595nm@24h_CCM 7202
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11.abra OD értékek valtozasa a pH és NaCl koncentracio fiiggvényében

Megallapithatd, hogy a pH csokkentése (<4) vagy novelése (>9) jelentGsen gatolja a Listeria
monocytogenes CCM 7202 tdrzs szaporoddsat. A nizin koncentracid ndvelése is gatldo hatést
eredményez, csak az dltalam vizsgalt tartomany nem tlinik elegendd dézisnak.

Az eredmények alapjan a kdvetkez6 koncentraciokat tartom megfelelonek a Listeria monocytogenes
CCM 7202 torzs szaporoddsanak gatlasdra: pH=4, NaCl 3%, nizin 60 U. E kombinacio

alkalmazasédval az varhato, hogy 24 6ra utén is kdzel nullaval lesz egyenld a sejtslirliség valtozasa,
azaz a CCM 7202 torzs nem tud szaporodni.

Fitted Surface; Variable: OD535nm@24h_CCM 7202
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Pure Error=,0001934
DV: OD595nm@24h_CCM 7202
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12. abra OD értékek valtozasa a nizin és NaCl koncentracio fiiggvényében
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5.2.2 Tejipari Listeria monocytogenes izolatumok

A kombinalt hatds vizsgalataimban a torzsgyljteményi torzson kiviil két tejipari izolatumot
(Listeria monocytogenes L4 és P13 torzsek) is bevontam. A kisérletitervet és kapott eredményeket a

7. tablazatban foglaltam 6ssze.

7. tablazat: Kisérleti terv és a 24. oraban mért sejtsiiriség (ODsgsnm)

- ODsg5nm

pH NaCl (%) nizin (U) 4 P13
5 5 30 0,013 0,003
5 5 90 0,036 0,057
5 9 30 0,555 0,442
5 9 90 0,161 0,246
8 5 30 0,439 0,497
8 5 90 0,036 0,071
8 9 30 0,469 0,648
8 9 90 0,661 0,218
3,977 7 60 0,046 0,069
9,023 7 60 0,066 0,117
6,5 3,636 60 0,000 0,001
6,5 10,364 60 0,628 0,644
6,5 7 9,546 0,517 0,589
6,5 7 110,454 0,433 0,568
6,5 7 60 0,502 0,618
6,5 7 60 0,461 0,577

Megvizsgaltam a modell illesztését varianciai analizissel és azt tapasztaltam, hogy néhany hatasnal
nagy p érték (nagyobb, mint 0,5) volt tapasztalhato. Ennek alapjan a modell értékelésénél ezeket a
hatasokat figyelmen kiviil hagytam. A kapott eredmények a 8. és 9. tablazatokban talalhatoak.

Megfigyelhetd, hogy mind a két tejipari izoldtumndl a sé lineéris és pH négyzet hatasa 95 %
szignifikancia szinten illeszkedik a valosaghoz. A P13 torzs esetén a tobbi hatasnak 90 %-os, az L4

torzsnél pedig a X;.X3-nak csupan 70 %-0s volt a szignifikancia szintje.

8. tablazat ANOVA eredmények P13 torzs esetén

ANOVA; Var.Abs595nm@24h R-sqr=,87903; Adj:,79839 (llI
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Pure Error=,0008405
DV: Abs595nm@24h
SS |dff MS | F | p

1)pH (L) [0,04290¢ 1 0,04290¢ 51,050¢0,08852¢

pH Q) 0,37020¢ 1/0,37020¢440,463:/0,03031:

(2)NaCl (L)|0,29578f 1/0,29578¢351,915(/0,03390¢

NaCl (Q) (0,11288: 1 0,11288:134,303¢0,05479¢

(3)Nisin (L) |0,07818¢ 1/0,07818< 93,020¢0,06577:

1L by 3L 0,063487 1 0,063487 75,534 0,07292¢

Lackof Fit ]0,11986¢ 8 0,014984 17,82710,18126¢

Pure Error |0,00084( 1 0,00084(

Total SS 0,99786:15
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9. tablazat ANOVA eredmények L4 torzs esetén

ANOVA; Var..0D595nn@24h_L4 R-sqr=,81014; Adj:,68356 (Il
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Pure Error=,0008542

DV: OD595nm@24h_L4

Factor SS |df| MS | F | p
1)pH (L) [0,05585¢ 1 0,05585¢ 65,390:0,07832¢
pH Q) 0,23971¢ 1/0,23971¢280,628:0,03795¢
(2)NaCl (L)|0,41443¢ 1/0,41443¢485,1647/0,02888:
NaCl (Q) [0,03353¢ 1 0,03353¢ 39,261(0,10075:
(3)Nisin (L) |{0,03819¢ 1/0,03819¢ 44,717¢0,09450:
1L by 3L 0,003187 1 0,003187 3,730 0,30414:
Lackof Fit |0,17561%7 8 0,02195:. 25,69840,15145¢
Pure Error |0,00085¢ 1/0,00085¢

Total SS 0,92946:/15

Az ismétlésekbdl szamitott szorasnégyzet (Pure error) értéke a L4 torzs estén 0,000854 és a P13
torzsnél 0,0008405 volt. Ez a szérasnégyzet modelltél fliggetleniil a véletlen hiba variancidjanak
becslése, ami ez esetben elég kicsi. Sajnos a Lack of fit p értékei 0,151459 és 0,181269 voltak, ami
azt jelenti, hogy az alkalmazott modell nem 95 %, hanem kb. 82-85 % szignifikancia szinten felel
meg a valdsagnak. Tekintettel a biologiai rendszerben rejlé bizonytalansagi tényezokre,

elfogadhatonak tartottam a modellt.

A 10. és a 11. tablazatokban a hatasok (Effect), annak szorasa, a t-proba és az els6faju hiba

elkdvetések p valoszinlisége lathatok.

10. tablazat Kiilonb6z6 tényezok hatasa a 1.4 torzs szaporodasara

Effect Estimates; Var.:OD595n@24h_L4 R-sqr=,81014; Adj:,68356 (llka)
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs, MS Pure Error=,0008542
DV: OD595nn@24h_L4

Effect Std.Err. t(1) p -95,% +95,% Coeff.
Factor Pure Err Cnf.Limt | Cnf.Limt
Mean/Interc. | 0,47464'|0,01402., 33,844. 0,01880 0,29645 0,65284]| 0,47464
1)pH (L) 0,12790. 0,01581. 8,086« 0,07832' -0,07307. 0,32888]| 0,06395
pH Q) -0,29182 | 0,01742/ -16,752( 0,03795| -0,51316.| -0,07047] -0,14591
(2)NaCl (L)| 0,34840/0,01581| 22,026! 0,02888.| 0,14742.| 0,54938] 0,1742(0
NaCl (Q) -0,10915 0,01742 -6,265¢ 0,10075  -0,33049' 0,11219] -0,05457
(3)Nisin (L) | -0,10577./0,01581. -6,687:/0,09450 -0,30675' 0,09520] -0,05289
1L by 3L 0,03991 0,02066 1,931¢ 0,30414 -0,22267:. 0,30251) 0,01994

11. tablazat Kiilonb6z6 tényez6k hatasa a P13 torzs szaporodasara
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Effect Estimates; Var.Abs595nm@24hR-sqr=,87903; Adj:,79839 (llka)
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Pure Error=,0008405
DV: Abs595nm@24h

Effect | Std.Err. t(1) p -95,% +95,% Coeff. | Std
Factor Pure Err Cnf.Limt | Cnf.Limt Cq
Mean/Interc. | 0,57548 0,01391 41,368: 0,01538 0,39872| 0,75224| 0,57548./ 0,0]
1)pH (L) 0,11210 0,01569/ 7,145( 0,08852| -0,08725 0,31146| 0,05605/0,0q
pH Q) -0,36265 0,017281| -20,987: 0,03031| -0,58221 -0,14309] -0,18132' 0,04
(2)NaCl (L)| 0,29433 0,01569/ 18,759: 0,03390. 0,09497 0,49369( 0,14716 0,0(
NaCl (Q) -0,20025 0,017281| -11,588! 0,05479| -0,41981 0,01930] -0,10012' 0,04
(3)Nisin (L) | -0,15132 0,01569' -9,644° 0,06577. -0,35068 0,04803| -0,07566. 0,0(
1L by 3L -0,17816 0,02050/ -8,691. 0,07292'| -0,43864. 0,08231] -0,08908. 0,0]

Az ANOVA eredményeknek megfeleléen a modell atlaga (mean), a pH négyzetes és a NaCl
linearis hatdsanak szignifikancia szintje meghaladta a 98%-ot. A tobbi hatas becslésének
megbizhatdsaga kb 90 % volt.

Az egyes konstans (bj) becslésére regresszios analizist hajtottam végre és a két tejipari izolatum

sejtstirliség valtozésa az alabbi modellel (egyenlettel) irhato le:

Y1=-3,35+0,85 X; - 0,06 X;2 + 0,25 X, — 0,01 X, - 0,01 X3
Y,=-6,54+1,34 %, - 0,08 X;2 + 0,57 Xo — 0,03 X,2 +0,01x3 - 0,01 X;X,

Ahol: Y1: L4 torzs OD595nm, Y;: P13 torzs OD595nm, x1: pH, X2: NaCl (%), x3: nizin (U).

Ennek alapjan a 13. - 16. abran szemléltettem az OD értékek valtozasat.

Fitted Surface; Variable: OD595nm@24h_L4
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Pure Error=,0008542
DV: OD595nm@24h_L4
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13. abra Az L4 torzs OD értékeinek valtozasa a pH és NaCl koncentracio fiiggvényében (nizin
60 U)
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Fitted Surface; Variable: 0D595nm@24h_L4
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Pure Error=,0008542
DV: OD595nm@24h_L4
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14. abra Az L4 torzs OD595nm értékeinek valtozasa a nizin és NaCl koncentracio
fiiggvényében (pH=4)

Fitted Surface; Variable: Abs595nmi@24h
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Pure Error=,0008405
DV: Abs595nm@24h
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15. abra Az P13 torzs OD értékeinek valtozasa a pH és NaCl koncentracio fiiggvényében
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Fitted Surface; Variable: Abs595nm@24h
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Pure Error=,0008405
DV: Abs595nm@24h
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16. abra Az P13 torzs OD értékeinek valtozasa a nizin és NaCl koncentracio fiiggvényében

Az ODsgsym valtozasat megvizsgalva azt tapasztaltam, hogy sem az L4 torzs sem a P13 torzs nem
volt képes szaporodni akar 24 ora idétartamig a 60 U nizin, pH=4 és 3 % NaCl tartalmaz6
tapkozegben. Tovabba a pH és nizin aktivitas valtoztatasaval csokkentheté az alkalmazando NaCl

mennyisége, amely a jelenlegi adagolas szinten szamos ér- és szivbetegséget von maga utan.
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6 OSSZEFOGLALAS

A Listeria monocytogenes egy Gram pozitiv, patogén baktérium, amely vilagszerte eléfordul és
sz¢les korben elterjedt a kornyezetben. Szamos helyen képes megtelepedni, legyen sz6 akar az
emberi, melegvérii emldsallat vagy kiillonbozé madarfajok szervezetérdl vagy akar élettelen
feliiletekrdl (fém, liveg, mlianyag stb.). Az élelmiszerek is megfeleld taptalajt nyujtanak a mikroba
szaporoddsdhoz. Az ember szdmdra ¢lelmiszerhigiéniai szempontbdl szennyezett forrds lehet,
példaul a talaj, a bélsar, vizzel kontaminalddott alap és nyersanyagok, hékezeletlen tehén-, juh-,
kecsketej, juhturd, lagy sajtok, kolbaszok, szalamik, fiistolt és sozott hentesaruk. A baktérium
szaporodads gatlasara eddig is 1éteznek kiillonbozd tartdsitdsi modszerek kozottik a s6 (NaCl)
adagolasa vagy pH csokkentése. Azonban kevés tanulmanyt talalunk a szakirodalomban a
kiilonb6z6 stresszhatas egyiittes alkalmazdsédnak elért hatdsarol. A témahoz kapocsolodva a
szakdolgozati munkdmban a pH, NaCl és a nizin stressz egyiittes hatasat vizsgaltam a Listeria
monocytogenes torzsek szaporodasara. A vizsgalatokhoz egy torzsgylijteményi és két, tejipari
termékekbol szarmazd izoldtumot hasznaltam fel. A kivalasztott torzsek szaporodasat kiilonbozo
pH-ji, NaCl és nizin tartalmi BH taplevesekben automata optikai denzitds mérd berendezéssel
kdvettem nyomon.
Az elvégzett kisérletek eredményei alapjan megallapitottam, hogy a tejipari izolatumok jobban
szaporodtak az adott kisérleti kornyezetben, azaz kevésbé gatlddtak a vizsgalt modell
tapkozegekben. A harom Listeria monocytogenes torzs a legalacsonyabb pH=4 és a legmagasabb
pH=9 értéknél sem mutatott szaporodast, kivétel a P13 torzsnél, amely pH=9 értéknél a 21-dik
oradban szaporodasnak indult.
A tejipari termékekbdl izolalt Listeria monocytogenes torzsek a 110,45 U nizin mennyiségnél
erdteljes szaporodéasnak indultak a 18-dik 6ratol.
A CCM 7202 torzs esetén a varianciai analizis (ANOVA) eredményeként megallapitottam, hogy az
altalam alkalmazott modell 90 % szignifikanciai szinten megfelelt. Tekintettel a biologiai
rendszerekben rejlé nagy bizonytalansag miatt, elfogadtam a modellt. Ennek alapjan a kovetkezd
egyenletet javasolom a Listeria monocytogenes CCM 7202 torzs 24 oraban mérhetd sejtsilirliség
valtozéasanak leirdsara:

Y =-5,0 + 1,12 X; - 0,07 X4* + 0,30 X, — 0,02 X,* + 0,02 X3 — 0,003 X; X3
ahol y: OD595nm, X;: pH, Xz: NaCl (%), Xs: nizin (U).
Megallapithatd, hogy a pH csokkentése (<4) vagy novelése (>9) jelentésen gatolja a Listeria
monocytogenes CCM 7202 torzs szaporodasat. Tovabba azt tapasztaltam, hogy a nizin jelenléte
enyhén gatld hatast eredményez. Az eredmények alapjan a kovetkezd dozist tartom megfelelonek a

L. monocytogenes CCM 7202 torzs szaporodasanak gatlasara: pH=4, NaCl 3%, nizin 60 U. E
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kombinaci6 alkalmazésaval az varhatd, hogy 24 6ra utan is kozel nullaval lesz egyenl? a sejtsiirtiség
valtozasa, azaz a Listeria monocytogenes CCM 7202 torzs nem lesz képes szaporodni 24 6raig.

A P13 ¢és az L4 tejipari izolatumoknadl az altalam alkalmazott modell adekvéja csupan 82-85 %
valoszinliségi szintjén volt. Ennek ellenére az elobb emlitett okok miatt elfogadottnak tekintem a
modellt és regresszids analizissel hataroztam meg a koefficienseket. A kapott eredmények alapjan a

két tejipari izolatum sejtstirliség valtozasa az alabbi modellel (egyenlettel) leirhato:

Y1=-3,35+0,85X; - 0,06 X;°+ 0,25 X, — 0,01 X% - 0,01 X3
Y,=-6,54+1,34 X; - 0,08 X;°+ 0,57 X5 — 0,03 X,2 +0,01X5 - 0,01 X1 X>
Ahol: Y1: L4 torzs OD595nm, Y;: P13 torzs ODsgspm, X1: pH, Xz: NaCl (%), Xs: nizin (U)

A modell alkalmazéasaval, az ODsgsnm valtozasat megvizsgalva azt tapasztaltam, hogy mind az L4
torzs mind a P13 torzs nem képes szaporodni akar 24 6rdig a 60 U nizin, pH=4 és 3 % NaCl
tartalmazo tapkozegben. Tovabba a pH és nizin aktivitds valtoztatasaval csokkenhetd az
alkalmazand6 NaCl mennyisége, amely a jelenlegi adagolas szinten szamos ér- €s szivbetegséget
von maga utan.

Az eredmények alapjan Osszegzésként elmondhatod, hogy mind a két tejipari izolatum jobban tiiri a
pH és NaCl valtozasat, mint a térzsgytijteményi CCM 7202 torzs.

A hérom faktor kombinalt hatdsaval (pH, NaCl és nizin) megakadalyozhat6 a vizsgalt torzsek
¢lelmiszerekben val6 elszaporodasa. Tovabbi vizsgélatokra lenne sziikség az egyes faktorok pontos

tartomanyanak feltarasara.
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8 MELLEKLETEK

A szaporodasi kisérletek eredményei
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M.1. abra: A P13 torzs szaporodasi gorbéi 9,54 U és 110,45 U nizin tartalmu taplevesekben
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M.2. dbra: A CCM 7202 Listeria monocytogenes torzsgyiijteményi torzs szaporodasi gorbéi
90 U nizin tartalmu taplevesben



0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

oD 520 nm

0,3
0,2
0,1

0

Listeria monocytogenes L4

ff“

\/
4
[

|
A —

| f

0

Y I 8N

o PHiNa (%);

> Sae (()raJ}5 2 Nizin(

—A—5;5:90

—=—5:0:90

—0—8;5;90

——38;9;90

M.3. dbra: A L4 torzs szaporodasi gorbéi 90 U nizin tartalmu taplevesben
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M.4, abra: A P13 torzs szaporodasi gorbéi 90 U nizin tartalmu taplevesben




