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., Végtelen szamu kisérlet sem bizonyithatja, hogy
igazam van, de egyetlen kisérlet is bizonyithatja, hogy

tévedtem.” ( Albert Einstein)

1 BEVEZETES

Az évek folyaman egyre nagyobb jelentdsége van az élelmiszerbiztonsagnak, kdzponti kérdéssé valt
a fogyasztok védelme. Folyamatosan tjabb és tjabb probléma megoldasaval all szemben az ipar. Uj
modszereket fejlesztenek ki a mikrobdk hatékony visszaszoritdsara, majd egy ujabb élelmiszer
eloallitasi technologia jelenik meg, és az eddig alkalmazott eljaras mar nem hatdsos. Az Uj
tulajdonsagt korokozok alkalmazkodnak a megvaltozott koriilményekhez. Egyre tobb olyan eredetii
megbetegedés kovetkezik be, amelyekért ezek a baktériumok a felelések. A WHO adatai szerint
nem csak a fejlodo orszagokban jelent ez problémat, hanem a fejlett ipari orszdgokban is évente 10-
30% koz¢é tehetd az ¢lelmiszerfertdzeés okozta megbetegedések aranya.

A fogyaszt6 szamtalan termék koziil valaszthat a piacon, €s ebben a versengd helyzetben az
eléallitoknak teljesiteniiik kell az egyes, mara mar alap kovetelménynek szdmitd elvarasokat.
Tobbek kozott, hogy az élelmiszer friss legyen, természetes, minél kevesebb tartositoszert €s 'E’
szammal jelolt komponenst tartalmazzon, ugyanakkor sokaig eltarthatd, ize és szine az ételre
jellemzd, ¢és nem utolsé sorban mindségében kifogastalan allapotu. Az élelmiszer mindség
szamtalan befolyasolo tényezd eredménye, igy fizikai, biokémiai és mikrobiologiai jellemzokeé.
Amikor ezek altal az 6ssz pozitiv hatds elmarad, a fogyaszto is elveszti a bizalmat a termék irant.
Egyes mikrobak jelenléte az élelmiszerben hozzajarul azok mindségének megodvasahoz. Masok
azonban karos tevékenységiik révén rontjak a termék €lvezeti értékét. A fogyasztok és az ipar is azt
varja el a tudomanytdl, hogy élelmiszereink gyartasakor, olyan moédszereket alkalmazzanak,
amelyekkel megakadalyozzak a patogének tulélését az élelmiszereinkbe. Ezek elkeriilésére, vagy
legalabb megel6zése érdekében alkalmazando a Jo Gyartasi Gyakorlat (GMP) és a Veszélyelemzés
¢s kritikus szabalyozasi pontok rendszerének miikddtetése, vagyis a HACCP az élelmiszerek
gyartasakor.

A Listeria monocytogenes patogén baktérium, ami Szamos élelmiszer eredetii fertézés
okozdja volt az elmult évtizedekben. Az altala okozott betegséget liszteriozisnak nevezziik, ami
sulyos szovodményekkel, és 20-30%-ban halalos kimenetellel is végzédhet. A Listeria
monocytogenes nagyon ellenalld baktérium. A fertézés elkeriilésére az ipar sok kutatast végez,
hiszen fontos, hogy élelmiszereink gyartasakor olyan modszereket alkalmazzanak, melyek teljesen
kizarjak a Listéria-t, vagy szamat a megengedett szint ala csokkentsék. Az USA-ban a Listeria

fert6zottség miatt visszahivott termékek visszahivasi koltségei a gyartoknak évente 1,2 és 2.4



billion dollar kozotti dsszegre tehetd veszteséget okoznak (lvanek et al., 2004). A liszteriozissal
fertdzott betegek kezelése pedig 2,3 billid dollar hozzavetdlegesen.

TDK dolgozatom célja, hogy az egyes faktorok kiilonb6z6 Listeria monocytogenes torzsek
szaporodasara gyakorolt hatdsait a pH, a NaCl, a Na-laktat és Na-glutamat fliggvényében
vizsgaljam. Valamint a kapott szaporodasi gorbék és hatasfeliiletek segitségével meghatarozni a

baktériumra gatlo hatast kifejté pH, NaCl, Na-laktat és Na-glutamat koncentraciokat.



2 IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Listeria monocytogenes
2.1.1 Torténeti attekintés

A svéd Hiilphers 1911-ben felfigyelt egy Gram pozitiv baktériumra, ami olyan tiineteket okozott a
betegekben, mint a kés6bb leirt Liszteria monocytogenes. Hiilphers a nyulak majaban analizalta,
ezért nevezte el Bacillus hepatisnak, feljegyzései a Listeria-t jellemezte egyértelmiien (Gray és
Killinger, 1966). Az organizmus elsé konkrét leirdsa Murray és munkatarsai nevéhez flizédik 1926-
ban. Nyulakban €s tengerimalacokban a mononukleo6zis kialakulasat okozta, miszerint a monocitak
koncentraciéja megnovekedett a vérben, ezért Bacterium monocytogenesnek nevezték el. A
korokozd rendszertani besoroldsa nehezebb volt, hiszen nem tudtdk egy akkor mar ismert
mikroorganizmussal sem kapcsolatba hozni, ezért a Bacterium csoportba soroltak (Murray et al.,
1926). Dél-Afrikaban Pirie 1926-ban futbegerek szokatlan pusztulasat figyelte meg, a Tigris folyd
betegség korokozojat fedezte fel, és a mikroorganizmust Listerella hepatolyticanak nevezte el. Pirie
¢s Murray is elkiildte eredményeit az ) mikroorganizmusrol a londoni Nemzeti
Torzsgyljteménybe. Az igazgatd hasonlosagot vélt felfedezni a két eredmény kozott, igy kozos
megegyezésre a Listerella monocytogenes nevet adtak neki (Murray, 1963). Pirie javasolta, hogy
Lord Lister angol sebész tiszteletére, — aki bevezette az antiszeptikumok alkalmazasat, vagyis a
sebészeti eszkozok fertdtlenitését, ezdltal a miitétek utani haldlozasok szamat jelentdsen
csokkentette, — a mikroorganizmus neve legyen Listeria monocytogenes (Bir6, 1993).

A Listeria baktériumot emberbdl el6szor 1929-ben Nyfeldt izolalta, aki a fert6z6
mononukledzis tiineteit hdrom emberben is felfedezte. Gyakran allatokrol terjedt a betegség
emberre, és nemsokara mar azt is felismerték, hogy ujsziilottek szepszisét és meningitiszét okozza
(Potel, 1952).

A patogénnel az 1980-as években kezdtek tobbet foglakozni. Egy Uj Skécidban kitort
jarvany soran 41 esetbdl 14 halallal végzodott, foleg terhes ndknél. Kimutattak, hogy a fert6zésért
egy kaposztasalata volt a felelds, amit Listeria-val fert6zott tragyaval kezeltek (Schlech et al.,
1983).



2.1.2 A patogén altalanos jellemzése

A Listeria monocytoenes a Listeria nemzetségbe tartozik, ami a Corynebacteriaceae csalad tagja, az
Eubacteriales rendbdl. A Lactobacillusokkal kozelebbi rokonsagot allapitottak meg (Farber és
Peterkin, 2000). A Listeria nemzetségbe sorolhatd fajok a kovetkez6k: L. monocytogenes, L.
ivanovii, L. innocua, L. welshimeri, L. seegligeri, valamint 2009-ben két 0j fajt azonositottak a L.
marthii-t és L. rocourtiae-t (Graves et al., 2010). Tavoli rokonsagba tarozik a L. grayi (Boerlin et
al., 1991). Emberre veszélyességét csak a L. monocytogenesnél és L. invanoviinadl allapitottak meg,
az utobbi igen ritka és inkabb csak a kérddzo allatoknal okoz megbetegedést (Orsi et al., 2011).

A Listeria monocytogenes Gram-pozitiv, fakultativ anaerob, palca alaka baktérium, ami
széles hémérsékleti tartomanyban képes szaporodasra, -1,5 és 45°C kozott (Hudson et al., 1994).
Peritrich flagellumai segitik a mozgasban (egész sejtfeliiletét befedik), ami elég sziik hdmérsékleti
tartomanyban jellemzd, 20-25°C-on, azonban 37°C-on méar nem kimutathatd, mert csokken a
flagellin termelddés (Dons et al., 1992). Tokkal és sporaval nem rendelkezik (Lecuit, 2007).

A patogén nagymértékben tud alkalmazkodni a széls6séges kornyezeti tényezokhdz, igy

megél a 4,3-9,6-0s pH-ju kozegekben (Lou és Yousef, 1996; Farber ¢és Peterkin, 1991), elviseli a
10%-o0s s6 koncentraciot (McClure et al., 1989). Az élelmiszerekben pedig akar 0,93 alatti
vizaktivitasi értéknél is szaporodik. Pszichrofil baktérium, a fagyasztast tobbnyire taléli. Ellenallasa
a stressz hatasokkal szemben azzal is magyarazhatd, hogy képes biofilmet képezni (Rieu et al.,
2008).
Abban, hogy igen ellenalloan viselkedik a stressz hatasokkal, mint az alacsony ¢és magas
hémérséklettel, alacsony pH-val, az etanollal és az oxidativ hatasokkal szemben, a ¢° faktor jatszik
fontos szerepet (Moorhead és Dykes, 2004; Ferreira et al., 2001). A ¢® hozzajarul a virulencihoz
azaltal, hogy kozvetett vagy kozvetlen modon szabalyozza a Listeria virulencia génjét
(Kazmierczak et al., 2003).

Széles korben elterjedt a kdrnyezetiinkben, megtalalhat6 a talajban, természetes vizekben ¢€s
szennyvizekben. A fertézott tragyaval érintkez6 zoldségek is konnyen szennyezOdhetnek.
Eléfordulnak az 4allatok beleiben, hugy- és ivarszerveiben, €s tiinetmentesen hordozhatjak. Az
allatokkal valo érintkezés soran pedig megfertdzhetnek benniinket. Fdleg szarnyas, juh, sertés,
szarvasmarha altal és azok székletével terjed. El6fordulasa foleg azoknal az embereknél magasabb,

akik hazi allatokkal napi érintkezésben vannak (McLauchlin et al., 2004).

2.2 Liszteriozis

A Listeria monocytogenes baktériummal szennyezett élelmiszer fogyasztasa utan kialakuld, sulyos

tiinetekkel jard betegséget hivjuk liszteriézisnak. E korokozo élelmiszereinkben gyakran el6fordul,
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megbetegedést azonban csak nagyobb baktériumszam mellett okoz. Egészséges emberekben
sokszor semmilyen tiinetet nem valt ki a Listeria-val fert6zott élelmiszer fogyasztasa. Jo ellenalld
képességli felnottek a fertdzést sokszor tiinetmentesen vészelik at, nem betegszenek meg. Nagyobb
veszélynek vannak kitéve a csecsemdk, a hetvenévesnél idésebbek, a varandds nok, a legyengiilt
immunrendszertick, mint pl. az alkoholistak, AIDS fert6zottek, cukorbetegek, kemoterapia alatt
allok. A tiinetek jelentkezhetnek mar a fogyasztast kovetd napon, de akar egy hét is eltelhet, mire a
panaszok megjelennek (McLauchlin et al., 2004). A halalozasi arany igen magas 20-30 %-ra
tehetd (Rocourt, 1996; Ayaz és Erol, 2010). A baktérium 10° sejtg felett okoz megbetegedést
(Denny ¢és McLauchlin, 2008). Hasonlit, és ezért konnyen Osszetéveszthetd mas ¢lelmiszer-
fertzéssel. Altalanos tiinetei a hanyas, hasmenés és fejfajas. Stlyosabb estben akar
agyhartyagyulladast, agyveldgyulladast, vérmérgezést, varandos néknél pedig vetélést, korasziilést
is okozhat (McLauchlin et al., 2004; Kiss et al., 2004). A magzatban stlyos fert6zés alakulhat ki. A
human liszteriézisok 40%-a magzatot és csecsemét érint egyes adatok szerint, de az Eurdpai
Unioban inkabb a felnétteket és az idéseket (EFSA, 2007).

Jarvanyligyi adatok szerint egyes termékek, mint a ready-to-eat (RTE, fogyasztasra kész)
¢lelmiszerek sokkal tobbszor voltak a liszeteriozis fertdzések okozoi(Lianou €s Sofos, 2007; Sofos,
2008). Ezek az ¢lelmiszerek abban kiilonboznek a tobbitél, hogy nem alkalmaznak specialis
tartositasi eljarast, mint példaul hokezelést, és tulajdonképpen azonnal fogyaszthatoak. Azért is
nyUjtanak idealis koriilményeket a patogén szamara, mert a kezdeti pH-juk magas (pH 6,2-6,4);
vizaktivitasuk szintén magas (aw 0,98-0,99) és alacsony, 2%-0s so tartalommal jellemezhetok,
valamint sokaig tartjak alacsony, hiitési hOmérsékletek kozott. Abban az estben, ha Listeria
monocytogenes volt a hiitétt termékben/en, az képes elszaporodni, mire fogyasztasa keriil sor
(Mataragas et al., 2010).

Az els6 nagyobb fert6zést Kanadaban jelentették 1981-ben, amely fert6zott kaposzta
fogyasztasat kovetéen 40 megbetegedést okozott (Schlech et al., 1983). Az USA-ban pasztérozott
tej okozott liszteriozist 1983-ban, 49 estet jelentettek és 14-en haltak meg. Franciaorszdgban 1992-
ben, fogyasztasra kész disznohus betegitett meg 279 embert, melynek koriilbeliil 30%-a halalos
kimeneteli volt. Olaszorszagban, 1997-ben fert6zott kukorica salata betegitett meg 1566 embert,
amelyb61 292-6t korhazban apoltak (Aureli et al., 2000). Mead és tarsai (1999) azt becsiilték, hogy
hozzavetdlegesen 2500 klinikai liszteriozis esetbdl 500 haldlos kimenetelii minden évben az
Egyesiilt Allamokban. Eurépaban a liszteriozis esetek szama 2000 6ta folyamatosan novekszik
(Allerberger és Wagner, 2010). A betegség kiilonosen a 65 év felettieket érinti. (European
Commission, 2009). 2000 ¢és 2007 kozott 3,3 eset jutott 1.000.000 lakosra (EFSA, 2007). Valoszinii
ennek a magas aranynak a fogyasztasi szokdsok megvaltozasa is az okozoja lehet (Swaminathan és

Gerner—Smidt, 2007). Eurdépaban, 2006-ban az 6todik leggyakoribb betegséget okozo zoonotikus
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mikroorganizmus volt (EFSA, 2007) RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) 2008-as
adatok szerint a L. monocytogenes volt a Salmonella utan a masodik legtobb fertézést okozo
mikroorganizmus, a kdzel 80 bejelentés miatt. Féleg voros hussal és baromfival volt 6sszefliggésbe
hozhato (European Commission, 2009). Nagyobb méretii megbetegedést Kanadaban jelentettek
2008-ban, 57 fert6zést, és 22 haldlesetet, foleg iddseket (atlag kor 76 év) érintett. A jarvanyt egy
ready-to-cat készitmény a Maple Leaf Foods cég hustermékei okoztak. A fert6zés a termékekre a
husszeletelé gép altal kertilhetett (Anonymus, 2009). Az EFSA 2011-es jelentése szerint 2009-ben
az Europai Unidban 1645 liszteriozis esetet jelentettek (100.000 emberre 0,4 eset jutott) és 58,5%-
ban a 65 év felettieket, 4,2%-ban pedig az egy év alatti gyermekeket érintette.

Nalunk a megbetegedések szama joval kevesebb, mint a tobbi tagdllamban. Magyarorszagon
1998 ota kotelezd bejelenteni a betegséget. Azonban hazankban a felismert estek szama alul marad
a tobbi EU-s orszadghoz képest, ugyanis nalunk sokkal ritkabb a betegektdl vett vér mikrobiologiai
vizsgalata. 1998-ban 25 esetet jelentettek, mig 2000-ben csak 4-et, 2003-t61 2009-ig pedig
nagyjabol hasonldéak a szdmok, a megbetegedések szama 14 és 19 kozott mozog (OEK éves
adatok). A Real Elelmiszer Hungaria Kft. 2010 4prilisdban mérkatermékében a Pick Szeged Zrt.
altal készitett, szeletelt parizsiban és szeletelt sonkaban megengedett hatarérték feletti Listeria-t
talaltak. Majd jiniusban a ZIMBO Perbal Kft. altal gyartott turista felvagottban talaltak baktériumot
(MEBIH, 2010).

2.2.1 Elelmiszeripari jelentésége

Gyakran kimutatjak az ¢lelmiszer feldolgozéas kornyezetében, kiilondsen, ha az nedves és hiivos.
Legtobbszor analizaltdk olyan ¢élelmiszerekben, mint a f0zott husipari termékekben, flistolt
halakban, vagott zoldségekben és a ready-to-eat termékekben, valamint nyers csirkében, tejben és
husokban (Roberts et al., 1996; Bell és Kyriakides, 2002).

A Listeria kozvetit6jének sok esetben a baromfit jelolték meg (Ryser és Marth, 2007). RASFF
jelentés szerint (1. tablazat), mely hat év adatait Gsszesiti, a legtobb esetben a halételekben fordult
eld Listeria monocytogenes. Osszesen 163 fertézést regisztraltak. 2004-ben és 2005-ben igen
magas, 40 feletti esetben talaltak Listeria-s terméket. A masodik és harmadik leggyakoribb
¢lelmiszer a lagy sajtok és voros husok voltak, 93 illetve 82 alkalommal. A baromfihis altal 2004-

ben 32 fertdzést jelentettek be, de ez a szdam minimalisra csokkent az évek soran.



1. tablazat: Listeria helyzet az Eurdpai Unioban (MEBIH, 2009)

—mmmmnz-

Hal, halk. 9 14 163 40.4
Sajt (lagy) 21 22 11 5 22 12 93 23,7
Hus (voros) 19 31 2 8 11 11 82 20,3
Baromfihus 32 1 1 5 2 3 44 10,9
Hidegkonyhai 3 6 0 2 1 1 13 3.2
Egyéb 2 1 0 1 1 3 8 20
> 120 112 23 35 48 65 403

2.2.2 Szabailyozasa

A Listeria monocytogenes megengedheté mennyiségére vonatkozo hatarértékeket a 1441/2007 EK
rendelet foglalja magaba. Csecsemoknek szant fogyasztasra kész élelmiszerek, €s specidlis
gyogyaszati célra szant, fogyasztasra kész ¢lelmiszerek kritériuma 0/25 gramm a forgalomba hozott
termék eltarthatdsagi ideje alatt (10 mintat vizsgalva z€érd tolerancia mellett). A fogyasztasra kész
¢lelmiszerek esetében (5 mintat vizsgalnak, zérd tolerancia mellett), ha a termék elsegiti a Listeria
monocytogenes szaporodasat, akkor 25 grammjaban egyaltalan nem lehet baktérium mieldtt kikertil
az eldallitd kozvetlen ellenérzése alol. Viszont, ha nem segiti ¢l6 a Listeria monocytogenes
szaporodasat, 100 TKE/gramm (telepképz0 egység) a hatarérték a forgalomba hozott termék
eltarthatosagi ideje alatt. Ekkor azonban az eldallitonak igazolnia kell a hatc')ségnak hogy az
termékben. Azok a termékek, amelyek a pH<4,4 vagy a,<0,92 paraméterckkel rendelkeznek, vagy
a kettd kombinacidjaval pH<5,0 és ay<0,94, illetve a fogyaszthatdsagi id6 nem tobb mint 5 nap,
ebbe a kategodriaba sorolandok.

Rendszeres vizsgalat nem sziikséges azoknal a termékeknél, amelyek a Listeria-t elpusztito
(lisztericid) kezelésen estek at, és ezutdn mar nem fert6zodhet meg (példaul végsé csomagolasban
hékezeltek).

Mas a szabédlyozas az USA-ban és Olaszorszagban, az RTE élelmiszerek 25 grammjaban
egyetlen sejt sem lehet, tehat zéro tolerancia van a Listeria monocytogenes-re vonatkozoan.
Kanadaban, Danidban ¢s Franciaorszagban 100 L. monocytogenes megengedett grammonként egyes

¢lelmiszerekre, masokra pedig zérd tolerancia mikodik (ICMSF, 1994).

2.3 Stressz hatasok

Amikor az élelmiszerben elszaporodnak a mikroorganizmusok, megvaltoztatjadk annak élvezeti
értékét, szinét, allagat, illatat, esetleg karos anyagokat termelnek kozben, példaul toxint. Ennek a

folyamatnak a megakadalyozasa érdekében alkalmazzék a tartdsitas kiilonféle modszereit. Mig az
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¢lelmiszer eredeti allapotat probaljadk megdrizni, fontos, hogy minél kevesebbet veszitsenek az
élvezeti értékiikbdl. A tartositas alapja, hogy olyan koriilményeket alakitsanak ki, amik
kedvezétlenek a mikroorganizmusra, igy szabalyozhaté az élettevékenységiik. A patogén
baktériumok megprobalnak alkalmazkodni az 1) feltételekhez, képesek olyan allapotot felvenni,
mellyel a kiilonbozé kornyezeti stresszeket, mint a hot vagy a hideget, til tudjak élni. Olyan
védofehérjéket termelnek, amik egy vagy tobb tipusu stressz ellen védenek. Termelésiiket gének
szabalyozzak. Baktériumok esetében jol ismert, hogy a megnovekedett savtlirés megnoveli a
patogénok tulélését és virulenciajat. Ezért veszélyes az élelmiszertartositasi eljarasok helytelen
alkalmazasa, mert a nemkivanatos baktériumok szaporodasdnak a gatlasa el0segitheti a virulensek
szaporodasat.

A Listeria monocytogenes nagyon ellenalldan viselkedik az extrém hémérséklettel, a pH-val vagy
akar a vizaktivitadssal szemben. Ezért fontos, hogy ismeretet szerezziink a patogén viselkedésérdl a
kiilonb6zo stressz hatasok fliggvényében, hiszen ez 4ltal konnyebben ¢és hatdsosabban,

szabalyozhatjuk és iktathatjuk ki az élelmiszereinkbdl.

2.3.1 A homérséklet hatasa

A leghatéasosabb tartdsitasi modszer a hokozlés vagy hdelvonds. A hdmérséklet hatasa a termékben
1évé mikroorganizmusra lehet letalis, szaporodast gatld vagy serkentd. Azonban a mikroba
hotlirését befolyasolja a mikroorganizmus szaporodasi fazisa, a tenyészet szaporodasi hdmérséklete,
a kozegben 1év6 véddanyagok (zsirok, cukrok, fehérjék), a kozeg vizaktivitdsa é€s so tartalma,
valamint a pH-ja. A hdelvonas (fagypont feletti hdmérsékleten tartds, +16 -2 °C) sordn az
anyagcsere folyamatok sebessége csokken, lappangasi fazis nd, szaporodas sebessége csokken,
majd végiil a szaporodas megall. Az alacsony hdmérséklet ¢és a fagyas miatt lecsokkent vizaktivitas
komplex modon hat a baktériumra (Mohdacsiné, 2010).

A Listeria monocytogenes hémérsékleti optimuma 30-37°C kozott van, de Hudson és
munkatarsai szerint (1994) széles hdmérsékleti tartoméanyban (-1,5 és 45°C) szaporodik. Masok
kicsit magasabbra helyezik az alsé hémérsékleti hatart —0,4 és 45°C (Gray és Killinger, 1966;
Walker et al., 1990). Az 50°C feletti hdmérséklet pedig mar letalis hatést fejt ki (Lado és Yousef,
2004). Visszafordithatatlanul karosodik a riboszoma, fehérje denaturacio, és enzimkarosodas
kovetkezik be. Ez a hdmérséklet a virulencidjat is befolyasolja, két 6ras 48°C-os hékezelés utan a
patogén liszteriolizin O termelése leall. Azonban tovabbi 37°C-os inkubélds utén a virulencia faktor

termelddése jelentésen ndvekszik (Kim et al., 1994).



2.3.2 Vizaktivitas hatasa

A magas vizaktivitasi érték kedvez a legtobb mikroorganizmusnak, igy a Listeria-nak is. A patogén
szaporodasi optimuma ay>0,97 érték koriil van (Petran és Zottola, 1989). Gyakori tartositasi
modszer a vizelvonas. Ekkor az a,-t 0,7 alatti értékre cs6kkentik, ami megvalosithatd vizelvonassal
(szaritas) vagy az oldott anyagok koncentraciojanak novelésével (s6zas). A 1441/2007EK rendelet a
vizaktivitasi értéket 0,92-re hatarozza meg. Miller (1992) szerint kiilonb6z6é komponenseket
hasznalva azonban a legalacsonyabb vizaktivitasi értékek, amelyek mellett koriilbelil 6,5 logos
novekedést tapasztalt a kovetkezdk voltak: ay, 0,90 - glicerint alkalmazva, ay 0,92 - szachar6znal, ay,
0,92 - NaCl mellett, és ay 0,97 - propilén glikolt alkalmazva. Ezek az értékek 30% glicerin, 39,4%
szahar6z, 11,5% NaCl, valamint 16,7% propilén glikol tartalomnak feleltethetdek meg
hozzavet6legesen. Egy tanulmany szerint a, 0,88-nal a Listeria szaporodasa teljesen gatolt,
azonban, ha mas kezeléssel kombinaljuk a vizaktivitasi érték csokkentést (a kisérletben magas
hidrosztatikai nyomast (HHP) alkalmaztak) akkor elegend6 az a,,>0,92 értékre csokkentés is (Rubio
et al., 2007). A baktérium ellenallosagat bizonyitja, hogy egy Kkisérlet soran tulélte szaraz
kolbaszban a fermentaciot 4,39-4,63-as pH viszonyok kozott, az ez utani szaritast aw 0.76-0.80
értékek mellett, majd a 49 napon at 17-23°C kozotti tarolast, és minddssze 3 nagysagrendnyit
csokkent (Lahti et al., 2001; Nissen és Holck, 1998; Thévenot et al., 2005). Hasonlé eredményeket
tettek kozzé Gounadaki és tarsai (2007), mely szerint az aw 0,80 értéknél és 4,46-0s pH mellett

negyven napon at életképes maradt egy 5 és 25°C kozott tarolt szalamiban.

2.3.3 A pH hatasa

A Listeria monocytogenes, a szervezetben a gyomron athaladva, vagy fermentalt élelmiszerben
leginkabb savas hatdsnak van kitéve. Azonban képes ehhez a koriilményhez is alkalmazkodni. A
szerves savak karosabb hatast fejtenek ki, mint a szervetlenek, mivel a citoplazma alacsonyabb
belsdé pH szintjét vonjak maguk utan (Ryser €¢s Marth, 1988). A savas pH denaturalo hatassal van a
sejtfelszini enzimekre, és amikor a protonok bedramlanak a citoplazmaba, azok a sejt pH
csokkenését idézik eld. Ezaltal karosodasokat okoz a fehérjék és a DNS szerkezetében, a
baktériumok anyagcsere folyamataiban. Szaporodasahoz leginkabb a semleges pH az optimalis,
azonban pH 4,0 és 3,6 kozotti értékeknél is képes novekedni (Phan-Thanh és Montagne, 1998).

A fermentalt élelmiszerekben a starter kultirak savanyitanak, igy csokkentik a pH-t, ezaltal
gatat szabnak a karos mikrobdknak. Azonban, ha nem termelddik elég sav, lassu a pH csokkenés és
nem tolti be a védd funkcidjat. A tejtermékek esetében ez a csokkenés pH 3,7-4,4; a hustermékeknél
viszont csak koriilbeliil pH 5,2. Ezért fontos, hogy ezt a kisebb csokkenést kompenzaljuk mas gatlo

anyagok hozzaadasaval (Dedk, 2006).



McKellar és tarsai (2002) azt vizsgaltak, hogy milyen hatdssal vannak a baktérium lag
fazisara a kiilonbozo pH értékek. Vizsgélataikban azt tapasztaltak, hogy L. monocytogenes ideélis
koriilmények kozott gyorsan alkalmazkodik a kdrnyezethez, igy a lag fazis rovid. A kisérletben pH
7,2-nél 4 6raig tartott, mig ez megtortént, majd utdna beindult a szaporodas. A pH 5,5-6s értéknél
kicsit hosszabb volt a lag fazis, de az 5. draban megkezdddott a ndvekedés. Megkozelitdleg 20 oraig
tartott a lag fazis a pH 4,9-nél, csak ezutan kezdett szaporodni. Petran és Zottola (1989) eredményei
szerint a minimum pH, aminél a Listeria monocytogenes még novekedést mutatott, az pH 4,7 volt
30°C hoémérsékleten tartaskor. George és tarsai (1996) Listeria monocytogenes-t vizsgalo
kisérletében, a 20°C-on, 50 napig tartdé megfigyelésben, azt allapitottdk meg, hogy pH 4,3-as
értéknél képes volt még novekedni. A pH 4,0-es koriilményeknél viszont mar nem. Ezek utan, a
homérsekleteket is valtoztattdk, mint masik stressz hatast kifejtd tényezot, igy mar csak pH 5,0-nél
volt képes szaporodni 12°C, 8°C és 4°C homérsékletek mellett, pH 4,5-nél mar egyaltalan nem. Az
1°C-os hémérsékletnél, a pH tiirése mar csak 5,4-ig volt kimutathato. Galdiero (1997) eredményei
szerint a hdmérséklet hatasatol fliggetleniil (4, 22 és 30°C), a Listeria nem volt képes novekedni a

pH=<4,5 koriilmények mellett.

2.3.4 A NaCl hatasa

A konyhas6 az egyetlen asvanyi eredetli izesit6 anyag, amelyet, mint fiiszert, nem csak az ételek
izesitéséhez, hanem azok tartositasahoz is hasznalunk. Igy példaul husra és halra, mert a
szovetekbOl vizet von el, és ez altal meggatolja a karos baktériumok szaporodasat. A sozas a
kelléen fliszerezett étel izét kiemeli, javitja, de ha talsdzzuk az ételt, a s6 elnyomja a fiszerek izét
(Nyilas, 1980). Az élelmiszereink nagy része tartalmazza és ezeknek az elfogyasztasabol szarmazik
a szervezet napi s6 bevitelének 20%-a (Desmond, 2006; Engstrom et al., 1997). A NaCl fontos
alkotdja az élelmiszereknek, pozitiv hatdsa van a has szoveteinek vizmegkotésére, texturajara,
viszkozitasara, az iz kialakitasara és a mindség megdrzésére (Breslin €s Beauchamp, 1997; Sofos,
1993; Terrell, 1983).

Mar régota ismert, hogy a NaCl véd a baktériumos fertézésekkel szemben, hiszen a magas
sokoncentraciot nehezen tiirik. Igy, ha csokkentenék a hiisok NaCl tartalmat, azzal a mikrobaknak
kedvezobb feltételek teremtédnének (Sofos, 1993; Terrell, 1983). Mar emlitettem, hogy a Listeria
monocytogenes igen ellenalld a magas sotartalommal szemben, és elviseli a 10%-o0s NaCl
koncentraciot is (McClure et al., 1989). A 14 és 20%-os NaCl koncentracio teljesen hatastalanitotta
a Listeria-t (Shabala et al. 2008; Faleiro et al., 2003). Mas munkak szerint pedig mar a 10,5% is
letalis volt a baktériumra (Koutsoumanis et al., 2003). Nem tapasztaltak hatasat a Listeria-ra, 22 és
30 °C-on, semleges pH érték mellett, csak akkor gétolta a szaporoddsat, mikor lecsokkentették a

pH-t 5-re. Ezen eredmények szerint is 10% NaCl mar csokkentette az életképességét. A
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legmagasabb sé koncentracid, amit még toleralt 12% volt, azutdn mar nem mutatott ndvekedést
(Galdiero et al., 1997). Lorentzen és tarsai (2010) azt tapasztaltak, hogy a tengeri halakban szaritas
¢s 15-20% so6 hozzaadasa utan, a L. monocytogenes nem életképes. Mikor azonban aztattak, azt
kovetéen a NaCl szint 2% ra csokkent, ezutan mar ismét talaltak Listeria-t. Amikor még friss
tokehalat is tettek hozza, szaporodni is elkezdett.

Chihib és tarsai szerint (2003) a nagy sO koncentracid megndveli a Listeria riboszomainak

denaturacios homérsékletét, igy az segiti a patogén hotlirésének a kialakulasat.

2.3.5 A Na-laktat hatasa

A Na-laktat jele: E 325, /C3HsNaOs/, képletét az 1. abra mutatja. A tejsav natrium soja, ami
szintelen, tiszta folyadék. Felhasznaljdk sav szabalyozdként, és antioxidansként sliteményekben,

sajtokban, lekvarban és margarinban.

0
HOWJ\O-N;

1. dbra Na-laktat (www.vilaglex.hu)

A Na-laktatot mar régota hasznalja az ipar a termékek hosszabb eltarthatosaganak, valamint
a hustermékek biztonsaganak megdrzése érdekében (Miller és Acuff, 1994). A kémhatasa gyengén
savas (pH 6,5), hustermékekhez valtozo, 2 és 4% kodzotti mennyiségben adagoljak, anélkiil, hogy az
az ¢lelmiszer ¢érzékszervi tulajdonsdgait megvaltoztatnd. A laktatnak antimikrobas hatasa a
legkevésbé erételjes (Shelef, 1994). A laktatok mikrobagatld hatasat részben a vizaktivitas
csokkentésével, de foleg specialis mikrobaellenes tulajdonsagaval magyarazzak. Disszocialtatlan
formaban noveli a mikroorganizmus lag vagyis nyugvo fazisat. A laktat egy GRAS (U.S-ban)
statusszal rendelkezd anyag, amit az ¢lelmiszerek pH bedllitdsdhoz, aromaként, és mint
antimikrobas anyagként alkalmaznak. Az érzékszervi kutatdsok szerint, a magas koncentracidban
alkalmazott diacetat, egy elfogadhatatlan, kellemetlen izt okozott a kész hisban. Ezért hasznaltak

laktattal kombindlva, 0,12%-ban a husételekben, és ezaltal még a vizaktivitasi érték is csdkkent

(Schlyter et al., 1993; Shelef és Addala 1994; Stekelenburg és Kant-Muermans, 2001).

A szerves savaknak és azok soinak, kiilondsen a laktatnak és diacetatnak fontos szerepe van
a L. monocytgenes szabalyozasaban (Barmpalia et al., 2004; Bedie et al., 2001; Lu et al., 2005;
Porto et al., 2002; Samelis et al., 2005). Schlyter és munkatarsai (1993) egyediili vagy kombinalt
hatasukat vizsgaltak hustartalmt termékekben 1,5 és 3,0% kozotti mennyiségben. Azt tapasztaltak,

hogy gatolta a patogén szaporodéasat a hiitve tarolas soran. A 3%-0s Na-laktat hozziadasaval a
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Listeria monocytogenes 1 nagysagrendnyi csokkenése kovetkezett be (Stekelenburg, 2003). Masik
kisérlet szerint is, a 2,5 és 3,3 %-os laktat hozzaadasa gatolta a Listeria novekedését. A hosszantartod
tarolas mellet sem szaporodott, és érzékszervi hibat sem okozott a termékben. Amikor viszont Na-
citratot adtak a rendszerhez, jelentds mértékben elkezdett szaporodni a baktérium, és megsziint a
laktat gatlé hatdsa (Stekelenburg és Kant-Muermans, 2001). Egy Listeria monocytogenes-szel
szennyezett frankfurti virslit kezeltek Na-laktattal és Na-diacettal, 0,68-0,097% és 1,36-0,19%-0s
kombinécids ardnyokkal. A nulladik percben semmilyen hatds nem volt tapasztalhatd. Utana
viszont a két kombinacié szinte egyforman, korilbelil 3,3 log TKE/g-t6l 2,7 log TKE/g-ig
terjed6en csokkentette a L. monocytogenes telepek szamat csomagonként (Porto-Fett et al., 2010).

2.3.6 A Na-Glutamat hatasa

A Na-glutamat jele: E 621, képlete a 2. abran lathat6. Finom, fehér, kristalyos por, megjelenésében
hasonlit a s6hoz vagy a cukorhoz. Erdekes modon nincsen sajat ize. Még ma sem teljesen vilagos,
hogy a glutamat milyen mechanizmussal fokozza mas ételek izét. Egyes vélemények szerint a nyelv
izérz0 receptorainak ingerkiiszobét csokkenti, mig masok szerint a glutamat ize a sos, az édes, a
savanyu és a keserll mellett az 6tddik alapiz. Ez az "umami", az izletesség ize, ugyanis japanul
izletességet, finomat jelent (Schiffman, 2000). Mesterségesen 1907-ben fejlesztett ki Dr. lkeda
Kikunae vegyész professzor a Tokidi Csaszari Egyetemen. Azsidban legaldbb kétezer éve
hasznaljak a Na-glutamatot az ételek izének fokozasara. Korabban a tengeri hinar f0zetébdl nyerték
ki, ma fermentacios eljarassal késziil nagy mennyiségben, altalaban keményitdbdl, cukornadbol,

cukorrépabdl vagy melaszbol.

2. abra Na-glutamadt (Loliger, 2000).

A natrium-glutamat a glutaminsavnak, a fehérjéket felépitd egyik aminosavnak a natrium
sdja. A glutaminsav kalcium és kalium soi is iz javitdo hatastak. A glutaminsav szdmos taplalék
fehérjénk épitékove, példaul sajtokban, husokban, gombafélékben, cukorborsoéban és tejben
nagyobb koncentracioban mutathaté ki. Egy része szabad, mas aminosavakhoz nem kot6dd
forméban taldlhatd. Csak ez a szabad glutamat rendelkezik iz javito tulajdonsaggal. A paradicsom

¢s bizonyos sajtok iz javitd hatdsa részben a szabad glutaminsav tartalmuknak kdszonhetd.
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Az élelmiszeriparban foleg husoknal alkalmazzék, de eldfordul leveskockakban, salatakban,
felvagottakban, pacolt husokban, chipsekben, fiiszerkeverékekben. Izfokozoként kizardlag a
természetben is megtalalhaté L-glutamat enantiomer alkalmazhat6, ugyanis a masik valtozat nem
izfokoz6 tulajdonsagl. Szamos élelmiszerben, mint példaul a szdjaszoszban természetes titon fordul
eld, sokszor az atlagosnal magasabb koncentracioban (Kimber, et al., 1994, Institute of Food
Technologists, 1987). Kisérletek szerint a szervezetbe jutott glutamat 96%-at a bél veszi fel, igy
mindéssze 4% marad a test tObbi részére, ezért azt szintetizalnia kell (www.food-
info.net/uk/intol/msg). A glutaminsav a gamma-amino-vajsav prekurzora, vagyis a szintetizalasaban
van fontos szerepe. A szintetizalas az agyban és hasnyalmirigyben nagy mennyiségben talalhatod
glutamat-dekarboxildaz (GAD) enzim hatasara jatszodik le.

Abban, hogy a Listeria monocytogenes igen ellenallé az alacsony pH-ju kézegben, kutatasok
szerint a GAD rendszernek van jelentds szerepe. Ezt egy kisérletben is bizonyitottak, miszerint azok
a mutansok, melyeknek torolték a GAD homologjat -megvizsgaltak és nem tapasztaltdk az enzim
aktivitasat sem- nem kiizdotte le az alacsony pH-t a savanyu tejben, még akkor, sem amikor plusz
glutamatot adtak a rendszerhez. Tehat arra mutattak ra, hogy a GAD rendszernek fontos szerepe van

a Listeria talélésében a savas élelmiszerekben, még ha abban a szabad glutamat szint alacsony is

(Cotter et al., 2001). A miikodés alapja, hogy a glutamat y-aminobutirattd (GABA) alakul at,

mikdzben a sejten beliil protont vesz fel, ez enyhiti a citoplazma savassagat. Egy antiporter
segitségével ez a sejten beliili GABA felcser¢lddik egy sejten kiviili masik glutamat molekulaval.
Ez ujabb H" felhasznalasaval megy végbe (Small és Waterman, 1998). A Listeridnak két glutamat-
dekarboxilaz enzime van a GadA és GadB és egy transzporter funkcidju, a GadC (Cotter et al.,
2001).

2.4 Gattechnologia

Az ¢élelmiszeripar igyekszik a fogyasztok elvardsainak eleget tenni és megfelelni. A vasarlo igényli,
hogy a termék, amit megvasarol sokdig eltarthatdé legyen mindségét megdrizve. A mai rohanod
vilagban ez kényelmi szempont is, hiszen a fogyasztoknak nincs ideje minden nap boltba menni, igy
tobb napra elére bevasarolnak. Régota alkalmazott tartositdsi eljarasok a s6zds (szalonna), f0z¢s,
fiistolés (vOros aruk), pacolas (sonka), fermentacio (szalamik). Ezekkel a modszerekkel az aruk
sokaig eltarthatok. Azonban 1j elvarasok is megjelentek, igy igénylik, hogy az élelmiszer minél
“természetesebb” megjelenésii legyen, vagyis érezhetd lehessen az illata, eredeti ize, jobb legyen az
érzékszervi mindsége. Koveti a vasarld az Osszetételt, ezért fontos, hogy minél kevesebb a
koztudatban “karos” adalékanyagot tartalmazzon. Valamint nem utolsé szempont a mikrobas

fertdzések elkeriilése. Az utdbbi években egyre szamottevobb az ¢élelmiszerek okozta
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megbetegedések. Igy 0j modszereket fejlesztettek ki a kiméletesebb tartositas érdekében, mint a
magas hidrosztatikai nyomas (HHP), pulzalo elektromos téreré (PEF), a pulzdldé nagy intenzitasu
fény vagy ultrahang, és alkalmazasa. Emellett fontos szerepilik van az antimikrobas anyagoknak is,
hiszen egyes anyagoknak koztudott és bizonyitott hatasuk van a mikrobak szaporodasanak gatlasara
(sztatikus). A husiparban kiemelném a nitritet, ami a Clostridium botulinum, a laktatot és diacetatot,
mely a Listeria monocytogenes és a nizint, ami szintén Listeria monocytogenes és mas romlast
okozok ellen alkalmaznak (Gould, 1996).

A biztonsagos tartésitas érdekében ezeket a technologiakat kombinalva alkalmazzak. A modszer
lényege, hogy két vagy tobb tényezdt egyiittesen alkalmaznak, olyan mértékben, amelyek kiilon-
kiilon csak részleges mikroba gatlast fejtenének ki. A tényezdk egylittes hatasa 6sszeadddhat, vagy
ennél er6sebben, szinergens modon érvényesiilhet (Leistner, 1992). A modszer neve gattechnologia,
melyet Lothar Leistner dolgozott ki az 1980-as években. A Iényege, hogy a termékben a
mikroorganizmusok elszaporodasukhoz, vagy életben maradasukhoz tobb tartosité tényezd
akadalyan kell atjutniuk. Természetesen, minél tobb a gat, anndl kisebb a mikroba talélési esélye,
ezt a 3. abra szemlélteti (Leistner és Gould, 2002). Kombinacioban az egyedi kezelések kisebb
”dézisai” 1s elegenddek az azonos mértéki gatlashoz (Mohacsing, 2010). Méara mar odaig jutott ez a
modszer, hogy az élelmiszerbiztonsag teljesen megbizik a gattechnologia hatasossagaban (Leistner,
2000). Kombinaciokkal jobb eltarthatosagot és termékmindséget lehet elérni, mint az egyedi
drasztikus kezelésekkel. A kisérletemben is ezt probaltam modellezni, miszerint a kisebb

koncentraciok is elegenddek a patogén megfeleld gatlashoz.

a = normal mikrobas szennyezettség: b = erds mikrobas szennyezettseg;:
F = hokezelés

3. dbra Mikroorganizmusok gatlasanak szemléltetése kombinalt kezelések esetén (Www.ohki.hu)
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3 CELKITUZES

A patogének élelmiszerekben torténd visszaszoritasahoz elengedhetetlen azok stresszvalaszainak
vizsgalata pl. a homérsékletre, a pH-ra, NaCl tartalomra. Ezek megértése nagymértékben hozzajarul
a kockazatmentes ¢élelmiszerek eldallitasahoz, ugyanis a kémiai tartdsitas soran e tényezok értékei,
koncentracidi segitségével probaljak elpusztitani a korokozd és romlast okoz6é mikrobakat. Ezen
kiviil vizsgalni kell olyan molekuldk jelenlétét is, melyek a kutatasok szerint fontos szerepet
toltenek be a patogén védekezd rendszerében. Ilyen molekula az alacsony pH okozott stressz
kivédésében szerepet jatszo glutamat.
Munkamban az egyes faktorok kiilonboz6 Listeria monocytogenes torzsek szaporodasara gyakorolt
hatasait a pH, NaCl, Na-laktat és Na-glutamat fliggvényében kivanom vizsgalni. Egyértelmii, hogy
a Listeria, mint minden mas baktérium, a szamara optimalis korilmények mellett rovid lag fazissal,
magas sejtszammal ¢€s gyors szaporoddsi sebességgel bir. Amint azonban az optimalis
koriilményektdl tavolodunk a lag fazis novekszik/hosszabb lesz, a szaporodasi sebesség lassul.
Célom a kapott szaporodasi gorbék ¢€s hatasfeliiletek segitségével meghatarozni a baktériumra
gatld hatast kifejt6 pH, NaCl, Na-laktat és Na-glutamat koncentraciokat. A hatasfeliileti analizis
segitségével a pH, NaCl, Na-laktat és glutamat hatasait megallapitani, hogy az elézetesen
meghatarozott koézépponti elrendezési pontok alapjan, milyen szaporoddst mutattak. Ehhez a
statisztikai értékelés a Statistica 9.0 for Windows programmal tortént. A mérési pontokra
masodfoki polinom illesztésével kivanom meghatarozni a kiilonb6zé torzsek viselkedését

modellezd hatasfeliileteket, a pH tartomanyok fliggvényében.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

Szamtalan esetben azonositottdk, mar a L. monocytogenes-t szeletelt, f6zott, vagy darabolt sonka,
els6sorban RTE készitményekben. (Mataragas et. al., 2010). Ezért valasztottam a hiis matrixat a

kisérletem alapjaul.

4.1 Felhasznalt Listeria monocytogenes torzsek:
» L.monocytogenes CCM 4699 torzsgylijteményi torzs, jelolése: Cl

 L.monocytogenes husipari izolatum, jelolése: H10

4.2 Tapkozegek

BH agar (Brain Heart Agar)

Brain Heart Broth 3749
*Agar-agar (Merck) 159
*Desztillalt viz 1000 ml

Caso agar (Casein-peptone Soymeal-peptone Agar)

*Tryptic Soy Agar (Caso) Broth 309
«Agar-agar (Merck) 15¢
*Desztillalt viz 1000 ml

Higito folyadék

*Pepton 1lg
*NaCl 8,5¢
*Desztillalt viz 1000 ml
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A Hatasfeliileti analizis

A Hatésfeliileti Kisérlettervezési Modszer (Response Surface Method, RSM), matematikai és
statisztikai modszereket tartalmaz, és alkalmas a bioldgiai rendszerekben 1év6 optimum keresésére,
az ¢lelmiszer tudomany ¢és technoldgia is szivesen alkalmazza (Diniz és Martin, 1996; Guinard et
al., 1996). A modszer nemcsak az egyes faktorok hatasara ad valaszt, hanem segitségével
feltarhatok a faktorok kozotti kolcsonhatasok iS. A hatasfeliileti analizis az egyik legnépszeriibb
optimalizal6 rendszer, amit Box ¢s Wilson fejlesztett ki 1951-ben. Az RSM a kovetkezé harom f6
témat oOleli fel: a kisérleti terv meghatarozasat a folyamat faktorainak értékén; tapasztalati
modellezést a kapcsolatok megkozelitésére a feliilet €s faktorok kozott; optimalizalast a
legmegfelelobb feliilet értéket a tapasztalati modellben. Az RSM, egy tapasztalati modell, ami a
becslést hasznalja, hogy megmutassa milyen a kapcsolat a kisérleti faktorok tagjai €s a megfigyelt
eredmények kozott (Li et al., 2002; Lee et al., 2003). Az RSM-ben hasznalt leggyakoribb kisérleti
tervezés, a kozponti elrendezési terv (Central Composite Design), aminél minden irdnyban egyenld
a tavolsag a centrumtdl (Liu és Tzeng, 1998; Reddy et al., 2000). A vizsgalatok soran alacsony
szamu fiiggetlen valtozot hasznalunk, ami jelentdsen csokkenti az elvégzendd kisérletek szamat
(Montgomery, 1991).
A fliggd paramétercket az Xy X, X3, sth. jeloli. Az also, kozépso és fels6 szinteket a -2, -1, 0,+1 és
+2. A valtozokat a kovetkezd egyenlet szerint jeloljiik:

Xi=(Xi- Xo )/ AX;
ahol x;j a X; valtozo értékét jelenti dimenzidmentesen, az Xo az X; értéke a kozéppontban, és AX a
Iépéstavolsag.

A rendszer viselkedését a kovetkezd egyenlet irja le:
Y=Bp+ 2 Bin +2 Binin +2 Bjj ij ;

ahol Y a valsz. A regresszi6 szignifikancia szintjét a Fischer F-teszttel és p-értékkel, valamint a
varianciaanalizissel (ANOVA) ellendrizziik. A determindcids egyiitthatd, az RZAdj azt mutatja, hogy
a modell az elfogadhat6 tartomanyon beliil van, nem pedig kisérleti tartomanyon kiviil. A p-érték a
szignifikancia szintet ellendrzi minden egyes egyiitthatd kozott, és minél kisebb p-érték, annal
szignifikansabb a masodfoku egyenlet (Guo et al., 2010). A rendszer viselkedését a hatasfeliilet
segitségével abrazoljuk. Ez megmutatja a valtozok egyéni és kolesonds hatasait tovabba, hogy
milyen kélcsonhatasok vannak a valtozok kozott. A polinomialis egyenletet felszinként abrazolja és
korvonalazza, hogy vizudlisan is el tudjuk képzelni milyen a kapcsolat a valasz és kisérleti

szinteken minden egyes faktornal
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4.abra A hatasfeliiletek (http://books.google.com)

4.3 AKkisérletleirasa

A Listeria monocytogenes C1 ¢és H10 torzsek szaporodasat vizsgaltam. A kisérleteket mikrotiter
lemezen végeztem. A tenyésztéshez eltéré pH-ji Na-glutamat, NaCl, Na-laktat tartalmu BH
tapleveseket allitottam Ossze a 2. tablazat szerint. A 25, 26, 27 és 28 mintak a kontrollok voltak.

A torzseket a mérés elott leoltottam BH ferde agarra, majd 24 6rén at 37°C-os homérsékleten
torténd inkubalas kovetkezett. A torzseket 3 ml desztillalt vizzel lemostam, majd a kapott
szuszpenzi6 sejtszamat 10 sejt/ml koncentraciora allitottam be. A mikrotiterlemez cellaiba 270 pl
tapkozeget pipettaztam, az elére 6sszemért kiilonbozé pH, NaCl, Na-laktat ¢s glutamat tartalmt
TSB oldatokbol. A mikrotiterlemez cellaiba 30 pl pipettaztam a torzsek a 10* sejt/ml koncentraciéra
beallitott szuszpenzidibol. Az eltérd Osszetételii tapleveseket 3-3 parhuzamosban random
elrendezésben mértem ki. A tapleveseknek 24-féle kombinacidja késziilt, valamint 4 kontroll is (2.
tablazat).

A mikrobaszuszpenziok tényleges sejtkoncentraciojat CASO agarra torténd szélesztéssel

ellendriztem. Inkubalas (24 6ra, 37°C) utdn megszamoltam a kindtt telepeket.

2. tablazat: Kisérlettervezés kozponti elrendezési tervvel

BH leves jelolése pH Na-laktat (%) | NaCl (%) | Glutamat (%)
1 5 0,1 2 0,05
2 5 0,1 2 0,15
3 5 0,1 6 0,05
4 5 0,1 6 0,15
5 5 0,5 2 0,05
6 5 0,5 2 0,15
7 5 0,5 6 0,05
8 5 0,5 6 0,15
9 7 0,1 2 0,05
10 7 0,1 2 0,15
11 7 0,1 6 0,05
12 7 0,1 6 0,15
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13 7 05 2 0,05
14 7 05 2 0,15
15 7 05 6 0,05
16 7 05 6 0,15
17 4 03 4 0,1
18 8 0,3 4 0,1
19 6 01 4 0,1
20 6 07 4 0,1
21 6 03 0 01
22 6 03 8 01
23 6 03 4 0,0
24 6 0,3 4 0,2
25(C), 26 (C), 27(C) és28(C) | 6 03 4 0,1

A szaporodas detektalasa automata optikai denzitas (OD) méré berendezéssel (Multiskan

Ascent) tortént 37°C-on 24 oras inkubalas soran. A késziilék az OD értékeket féloranként, a

lemezek eldzetes razatasat kovetden meérte meg. Az OD értékek segitségével vehetok fel a

szaporodasi gorbék az egyes oldatokra vonatkozoan. A statisztikai értékelés Statistica 9.0 for

Windows szoftverrel tortént.

4.4 Hatasfeliileti analizis

A vizsgalt Listeria monocytogenes torzsek szaporodasat, illetve a pH, NaCl, Na-laktat és glutamat

hatdsat a szaporodasra, hatasfeliileti analizis segitségével modelleztem. A kozponti elrendezés a 3.

tablazat mutatja, mely szerint a 28 kombindcios kisérlet eredményei alapjan masodfoka polinom

illesztésével kaptam meg az egyes hatasfeliileteket.

3. tablazat a kozpont elrendezés tervezési sémaja

Faktor | Alsé szint |Alsé szint| Kozpont | Felso szint 1 | Felso szint 2
2 1
pH 4 5 6 7 8
Na-laktat 0,1% 0,3% 0,5% 0,7% 0,9%
NaCl 0% 2% 4% 6 % 8%
Glutamat 0% 0,05 % 0,1% 0,15 % 0,2%

A fiiggetlen faktorok a pH, NaCl, Na-laktat és glutamat, hatdsainak fiiggvényében vizsgaltam a

sejtszdmot, vagyis a fliggd valtozot. A modszert leiré masodfoku polinom egyenlete a kovetkezd:
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Y =@, + arXy + axXiz + agXp + asXpx + asXg + AgXsp + arXg + AgXg 2 + agX1Xp + A1oXiXs + ApXaXg +
a12XoX3 + a13X2Xg + A14X3X4
Ahol: Y : ODsg5 nm,
X1: pH,
X2: Na-laktat,
x3: NacCl,
X4: glutamat
ao: @ konstans, a; ay, as és as a linearis koefficiens, ajo ai3 a14 @23 A24 €s azq a kereszt eredmény
koefficiens, ai; a2 ass és asq a négyzetes egyiitthatok, Y a modell valasza.
A regresszios egylitthatok meghatarozasa, a hatésfeliiletek létrehozasa €s a varianciaanalizis

elvégzése a Statistica 9.0 for Windows szoftverrel tortént.
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5 EREDMENYEK ERTEKELESE

5.1 A baktérium szaporodasa

A szaporodas detektalasa a Multiskan Ascent miiszerrel tortént, mely az OD értéket mérte fél
oranként elézetes raztatast kovetden. Ezeket az OD értékeket dbrazoltam az ido fliggvényében. A
két torzset a pH szerint csoportositottam és a legvaltozatosabb szaporodast mutatd gorbéket
tiintettem fel az 5-8. abran. A tobbi szaporodasi gorbe a mellékletben talalhato.

Az 1-t6l 8-ig tejredd kombinaciok egységesen 5-0s pH értékkel rendelkeztek, teljesen hatdsosnak
bizonyultak a C1 torzs gatlasara. Ezen kombindciok esetében a vizsgalt id6 intervallumban nem
tortént mikrobaszaporodés. Az alacsony pH kivédésében szerepet jatsz6 glutamat hatdsa sem volt
tapasztalhatd, pedig 0,05 vagy 0,15%-ban jelen volt a kombinaciokban. A 3, 4, 7 és 8-as
kombinaciok magas, 6%-0s NaCl tartalmuak voltak, igy a so is plusz gatld tényezoként volt jelen az
Osszetételben. Nyolc kombinacidé inaktivalta a C1 torzset ebben a pH tartomanyban a 24 o6rés
inkubaci6 alatt: a 0,1% Na-laktat - 2% NaCl - 0,05% glutamat; a 0,1% Na-laktat - 2% NaCl - 0,15%
glutamat, a 0,1% Na-laktat - 6% NaCl - 0,05% glutamat; a 0,1% Na-laktat - 6% NaCl - 0,155
glutamat; a 0,5% Na-laktat - 2% NaCl - 0,05% glutamat; a 0,5% Na-laktat - 2% NaCl - 0,15%
glutamat; a 0,5% Na-laktat - 6% NaCl - 0,05% glutamat; és a 0,5% Na-laktat - 6% NaCl - 0,15%
glutamat.

A C1 torzs a pH 6-os tartomanyban legintenzivebb ndvekedést a 0,3% Na-laktat, 0,1% glutamat és
0% NaCl osszetételi kombindcioban mutatott. A rovid lag fazis utdn a 2. o6raban indult el a
szaporodas, majd a 8. oraban 0,2 OD értéknél tartott, 8 ora elteltével pedig megduplazodott.
Véleményem szerint a s6 hidnya miatt mutatkozott itt a legjelentésebbnek a szaporodas. Erdekes,
hogy ugyanezen koriilmények mellett (0,3% Na-laktat, 0,1% glutamat), a legmagasabb, 8%-0s s6
tartalomnal tapasztaltam a masik kezdeti gyors sejtszam novekedést. Bar 0,1-et nem haladta meg az
OD ¢érték, ez is azt a tényt igazolja, miszerint a Listeria igen magas sotiiréssel rendelkezé patogén.
A koérokozd a tobbi kombinacional hosszi, 10 6ras lappangasi idé utan kezdett szaporodni. A
legmagasabb glutamat tartalom, a 0,2% mellett az OD érték emelkedés 0,2-ig tartott, és a masodik
legjelentdsebb novekedést mutatta. Annal az Osszetételnél, amelyik nem tartalmazott glutamatot,
fele (0,1) mértékli volt a szaporodas. Tehat a glutamat hatasa a patogén alacsony pH kivédésében
tapasztalhato volt. A legmagasabb, 0,7% Na-laktat koncentracional hosszu lag fazis lathato, mely a
novekedést csak 0,08 OD értékig engedte, bar gatlo hatdsa nem a legjelentdsebb.

A C1 torzs esetében, mint minden mas mikroorganizmusnal is a semleges koriilmények kinaltdk a
legjobb életfeltételeket. A pH 7 tartomanyban mutatkozott a legtobb kombinacioban szaporodas, a
legrovidebb idon beliil. A Listeria monocytogenes azonnal alkalmazkodott a kornyezeti

feltételekhez és szinte mar a beoltast kdvetden szaporodéasnak indult a 0,1% Na-laktat, 2% NaCl és
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0,15% glutamatos kombinacidban, 8 ora elteltével mar 0,4 OD értéknél tartott. Ett6] kezdve elérte a
stacioner fazist, az OD értéke szinte alig novekedett, 0,48 koriili értéknél maradt. Ezzel majdnem
megegyez0 masik kombinacional (a glutamat 0,05%) hasonldé eredményeket tapasztaltam, csak
kés6bb indult el a szaporodas. Két és fél 6ra utan mar gyorsan emelkedett az OD érték, egészen
a magasabb eldsegitette az azonnali novekedést, vagyis a stresszhatas kivédésében jatszott szerepét
mutatja. A 0,5% Na-laktat gatlo hatasa miatt, 5 6ras lappangasi id6 utan indult el a ndvekedés. Majd
elég meredek exponencialis szakasz utan 0,47-ig nétt az OD érték. A pH 7-nél csak a 2% NaCl
tartalom mellett mutatkozott szaporodas, és a gorbe hasonld lefutdssal rendelkeztek. A tobbi
kombinacioknal nem volt tapasztalhaté novekedés, kivétel egynél, az 0,1-ig emelkedett. Mindegyik
kombinacional 6%-os sé tartalom volt jelen, ennek tulajdonitom a gatlast. Ez viszont érdekes tény,
hiszen ezeknél az sszetételeknél a Na-laktat is alacsonyabb volt.

A pH 4 és 8 tartomanynal, egy-egy kombindcioval szerepelt mind a két térzsnél. A C1
torzset teljesen inaktivalta a pH 4-es kombinacid, amely 0,3% Na-laktatot, 4% NaCl-t és 0,1%
glutamatot tartalmazott. A 8-as pH-nal 11 o6ra utan indult szaporodasnak és 10 ora alatt 0,4-re nott

az optikai denzitas.
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5. abra C1 torzs szaporodasi gorbéi a pH 6 értéknél

Az Osszetétel alkotdinak sorrendje: Na-laktat, NaCl és glutamat
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6. abra C1 torzs szaporodasi gorbéi a pH 7 értéknél

Az Osszetétel alkotdinak sorrendje: Na-laktat, NaCl és glutamat
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A pH 5 tartomdnyban a H10 torzsre is a C1-hez hasonldan jellemz6 volt, hogy nem mutatott
szaporodast. Az 1. 6ratdl kezdédéen minimalis ndvekedés volt lathato, de ez végig nem haladta
meg a 0,019 ezredes OD értéket. Szintén nem érvényesiilt a glutamat védd hatdsa. A gatlas az
alacsony pH-nak volt tulajdonithato.

A pH 6-nal a H10 torzsrdl altalanosan megallapithatd, hogy 10 6ra utan kezdett szaporodni. Utana a
tesztmikroba a NaCl-ot nem tartalmazé sszetételben kezdett szaporodni, de nem olyan magas OD
értéket ért el (0,26), mint a C1 térzsnél (0,4). A 8%-os NaCl teljesen gatolta a szaporodast, 24 6ra
alatt. A tobbi kombinacié esetében a szaporodas koriilbeliil még plusz 3 ora elteltével indult el.
Hasonlo volt a hatdsa a 0,2% glutamatnak a husipari izolatumnal, mint a térzsgylijteményinél,
segitette a szaporodast. Az OD érték 0,27 koriili értékig nott. A 0% glutamat tartalmi kombinaciéd
eltérése ezzel szemben, hogy a szaporodas lassabban indult el, de a 24. 6rara majdnem elérte a 0,2%
tartalmithoz hasonld OD értéket. A 0,7%-0s Na-laktat visszatart6 ereje kisebb mértékii volt, mint a
C1 torzsnél, 0,14-es OD értékig emelkedett. A 4%-0s s6 tartalmu kombinéaciok 0,3 OD értékig
novekedtek atlagban, ezzel kiegyenstulyozott szaporodast mutatattak.

A Listeria monocytogenes H10 jelii torzse a pH 7-es értéknél hasonld szaporodast mutatott a C1
torzshoz hasonldéan az egyes kombinaciokban, azonban joval magasabb OD értékig novekedett,
mint a torzsgyljteményi. Ugyaniigy azonnal szaporodasnak indult a 0,1% Na-laktat, 2% NaCl és
0,15% glutamatot tartalmaz6 kombinacioban, csak az OD érték a 24. 6raban mar 0,6-re emelkedett.
Viszont az ehhez (csak glutamatban eltérd) hasonld Osszetételnél, az 5. oratdl kezdédden a 24.
oraban mar 0,7 koriilire emelkedett az optikai denzitds. Az Osszes kombindcid koziil ennél
tapasztaltam a legmagasabb OD értéket. Hasonloan a C1 térzshoz a 0,5% Na-laktat-ot, 2% NaCl-ot
¢s 0,05 illetve 0,15%-o0s glutamatot tartalmazd Osszetételekben szintén majdnem megegyezden
viselkedett. A masik négy kombinacional is gy viselkedett a H10 térzs, mint a Cl1, nem
szaporodott, kivétel a 0,15%-0s glutamatot tartalmazo kombinacidban. Mind a négynél 6% NaCl
mennyiség volt a tapkdzegben, ennek tulajdonitom itt is a gatlast.

A husipari izolatum a torzsgyiijteményihez hasonldan, teljesen gatolva volt a pH 4-es tartomanyban.

A C1l-hez hasonlban szaporodasnak indult a 10. 6rat kovetden.
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Az Osszetétel alkotoinak sorrendje: Na-laktat, NaCl és glutamat

7. abra H10 torzs szaporodasi gorbéi pH 6 értéknél
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8. abra H10 torzs szaporodasi gorbéi pH 7 értéknél

Az Osszetétel alkotdinak sorrendje: Na-laktat, NaCl és glutamat
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5.2 A hatasfeliilet analizis eredményei

5.2.1 A C1 torzs

A Kkisérlettervet a Statistica program csomag segitségével készitettem fliggetlen 4 faktorral (5.
tablazat). A szaporodas mikrotiter lemezben tortént, 3 parhuzamosban. Az 5. tdblazatban feltiintetett
eredmények (ODsgsym) a harom parhuzamos mérés atlagabol adodtak. A kapott 24-6ras OD-

értékeket szintén a Statistica szoftver segitségével értékeltem.

5. tablazat: Kisérleti terv és kapott eredmények

pH Na-laktat (%) | NaCl (%) | Glutamat (%) | OD595nm (24. 6ra)
5 0,1 2 0,05 0,007
5 0,1 2 0,15 0,005
5 0,1 6 0,05 0,002
5 0,1 6 0,15 0,002
5 0,5 2 0,05 0,003
5 0,5 2 0,15 0,002
5 0,5 6 0,05 0,002
5 0,5 6 0,15 0,002
7 0,1 2 0,05 0,475
7 0,1 2 0,15 0,487
7 0,1 6 0,05 0,000
7 0,1 6 0,15 0,125
7 0,5 2 0,05 0,483
7 0,5 2 0,15 0,472
7 0,5 6 0,05 0,061
7 0,5 6 0,15 0,023
4 0,3 4 0,1 0,002
8 0,3 4 0,1 0,390
6 0,1 4 0,1 0,189
6 0,7 4 0,1 0,083
6 0,3 0 0,1 0,439
6 0,3 8 0,1 0,105
6 0,3 4 0,0 0,101
6 0,3 4 0,2 0,213
6 0,3 4 0,1 0,009
6 0,3 4 0,1 0,083
6 0,3 4 0,1 0,162
6 0,3 4 0,1 0,133

Az értékelésre a polinom modellt valasztottam és elsd 1épésként megvizsgaltam a modell illesztését
varianciai analizissel (6. tablazat). Megallapitottam, hogy 95 % szignifikancia szintet 3 hatas (pH,
NaCl linedris, valamint pH ¢és NaCl kozotti kolcsonhatasa) mutatott. Sajnos, a biologiai

valtozatossag miatt a tobbi hatast csak alacsonyabb valoszinliséggel tudtam becsiilni (7. tablazat).
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6. tablazat: Varianciai analizis

ANOVA; Var.:0D595nn®24h CCM; R-sqr=,93666; Adj:,91448 (Adat
4 factors, 1 Blocks, 28 Runs; MS Pure Error=,0045064

DV: OD595nm@24h CCM

Eactor SS |df| MS | F | p
1)pH (L) 0,34536( 1/0,34536( 76,6369:0,00313¢
pH Q) 0,00541( 1/0,00541( 1,2005¢0,35329:
(2)Na-laktat(L) |0,00298¢ 1 0,00298t 0,6624¢0,47530(
(3)NaCl (L) |0,23608: 1 0,23608:52,3878:0,00543¢
NaCl (Q) 0,02954% 1/0,02954f 6,5560€¢ 0,08317¢
(4)Glutamat(L)|0,00397¢ 1 0,00397¢ 0,882820,41674¢
1L by 3L 0,18041: 1/0,18041:40,0343%0,00798:
Lack of Fit 0,04061:17/0,00238¢ 0,5301:0,82978:
Pure Error 0,01351¢ 3/0,00450¢

Total SS 0,85457( 27

7. tablazat: Vizsgalt faktorok hatas becslése

Effect Estimates; Var.:OD595ni@24h CCM R-sqr=,93666; Adj:,91448 (Adatok)
4 factors, 1 Blocks, 28 Runs; MS Pure Error=,0045064
DV: OD595nn@24h CCM

Effect | Std.Err. t(3) p -95,% +95,% Coeff. | Std.Ermr.
Factor Pure Err Cnf.Limt | Cnf.Limt Coeff.
Mean/Interc. 0,10430:/ 0,02122., 4,9136. 0,01614. 0,03675| 0,17186| 0,10430  0,02122
L)pH (L) 0,23991' 0,02740| 8,7542! 0,00313'| 0,15269| 0,32713{ 0,11995/|0,01370
pH (Q) 0,02848: 0,02599 1,0957( 0,35329: -0,05425. 0,11122| 0,01424. 0,01300
(2)Na-laktat(L) | -0,02230' 0,02740' -0,8139(/ 0,47530!| -0,10952.| 0,06491} -0,01115: 0,01370
(3)NaCl (L) | -0,19836 0,02740| -7,2379: 0,00543' -0,28557  -0,11114| -0,09918 0,01370

NaCl (Q) 0,06657 0,02599| 2,5604{ 0,08317' -0,01617 0,14931| 0,03328 0,01300
(4)Glutamat(L)| 0,02575 0,02740| 0,9395! 0,41674' -0,06146 0,11296| 0,01287. 0,01370
1L by 3L -0,21237/0,03356. -6,3272° 0,00798. -0,31919. -0,10555| -0,10618 0,01678

Jo eredménynek tartom, hogy a modell konstansa (mean/interception) 95 % szingifikancia szintet
mutatott.

A regresszid eredményeként a kovetkezd valaszfiiggvényt javasolnam a L. monocytogenes CCM
4699 torzs szaporodasanak leirasara:

Y =-2.62 + 0.61 X1 - 0.02x;” + 0.25%, + 0.02%,° + 0.37x3 - 0.01x5° - 0.73x4 + 1.44x4” - 0.11x1X; -
0.07X1X3 - 0.01X1Xs + 0.05%oX3 + 0.17XoXs + 0.12X3X4

ahol: Y: ODsgsnm; X1: pH; X2: Na-laktat; x3: NaCl; x4: Na-glutamat
A modell alapjan az alabbi hatasfeliileteket abrazoltam, melyeket a 9-12. abrak
szemléltetnek. A grafikonok a Listeria monocytognes szaporodasat mutatjak 24 o6ra alatt, a

kiilonboz6 hatasok fliggvényében.
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A 9. abran a Cl torzs, Na-laktat és pH kombinacional megallapithatdo, hogy a pH
csokkentésével visszaszorithatdo a Listeria monocytogenes szaporodasa. A tapkozeg pH 6,5 alatti
értékénél mar nem tapasztalhatd a baktérium ndvekedése az altalam vizsgalt s6 (4 %) és glutamat
(0,1%) koncentracid mellett. A Na-laktat jelenléte nem befolyasolja szdmottevéen a baktérium
szaporodasat. A NaCl és pH egyiittes hatasa latvanyosabban jelentkezik a 10. abran. Ha a tapkdzeg
pH-ja 6,5 alatt van, elégendd 2 % NaCl koncentracio, amely géatolja a C1 torzs szaporodasat akar 24
oOraig. A glutamat serkent6 hatasa a 11. és 12. abran figyelhetd meg a pH 7 feletti tapkozegben vagy
2 % NaCl alatt. A glutamat koncentraci6é ndvelésével pH tlirébbé valt a baktérium.

Ennek alapjan azt tapasztaltam, hogy a C1 térzs nem mutatott OD valtozast akar 24 6raig a pH 6,5
é¢s 2 % NaCl tartalmu tapkozegben fliggetleniil a Na-laktat és glutamat jelenlététdl és
koncentracioitdl, azaz nem volz képes szaporodni. A Na-laktat és a glutamat koztudottan

izfokozoszerek €s sok esetben tdmogatjak a baktériumok szaporodasat.

28



5.2.2 A H10 torzs

A torzsgylijteményi torzs vizsgalata utan fontosnak tartottam megvizsgalni a husipari izoldtumra
gyakorolt kiilonboz6 stresszhatdsokat is. A munkdmban szintén rotacidos kozponti elrendezési
kisérlettervezési modszert alkalmaztam. A kisérletterv és a kapott eredmények a 8. tablazatban
talalhatoak.

Az adatok értékelésére teljes masodfoku polinom modellt hasznaltam a sejtstirliség leirasanak
megkdzelitéséhez. A modell illesztési vizsgalatanal szintén varianciai analizist alkalmaztam Fisher
F-probaval. Az egyes faktorok hatasanak becslésére t-probat hasznaltam. A kapott eredményeket a
9. és 10. tablazatban foglaltam 6ssze.

Az ANOVA eredmény szintén azt mutatta, hogy a négy hatds (modell konstans, pH és NaCl,
valamint pH és NaCl kolcsonhatas) szignifikanciai szintje meghaladta a 95 %-ot. A modell ,,Lack
of Fit” p értéke ebben az esetben 0,305945 volt. Ez azt jelenti, hogy kb 70 % valoszinliséggel
illeszkedik a modell a valosaghoz. Ennek ellenére ebben az esetben is elfogadhatonak tartottam a
modellt.

A statisztikai analizis eredménye alapjan, a kovetkezé valaszfiiggvényt javaslom a Listeria
monocytogenes H10 torzs szaporodasanak leirasara (24 o6ranal) a pH, Na-laktat, NaCl és Na-
glutamat valtozasanak 6sszefliggésében:

Y =-0.96 + 0,14x; + 0,02x;* + 0,15x, + 0,01%,” + 0,203 + 0,01x5* — 0,75%s + 2,25%,° - 0,01x;X; -

0,05x1%3+ 0,11X1Xs — 0,01XoX3— 1,17X>Xs + 0,06X3X4

ahol: Y: ODsgsnm, X1: pH; X2: Na-laktat; x3: NaCl; x4: Na-glutamat
A javasolt modellt felhasznalva az alabbi hatésfeliileteket abrazoltam (13-16. abrak). A
grafikonok az ODsgsnm értékeket mutatjak 24 ora alatt, a kiilonb6z6 hatasok fliggvényében.

8. tablazat: Kisérleti terv és kapott eredmények

pH Na-laktat (%) | NaCl (%) | Glutamat (%) | OD595nm (24. 6ra)
5 0,1 2 0,05 0,021
5 0,1 2 0,15 0,004
5 0,1 6 0,05 0,005
5 0,1 6 0,15 0,004
5 0,5 2 0,05 0,000
5 0,5 2 0,15 0,003
5 0,5 6 0,05 0,002
5 0,5 6 0,15 0,004
7 0,1 2 0,05 0,706
7 0,1 2 0,15 0,598
7 0,1 6 0,05 0,012
7 0,1 6 0,15 0,107
7 0,5 2 0,05 0,491
7 0,5 2 0,15 0,499
7 0,5 6 0,05 0,046

29



7 0,5 6 0,15 0,028
4 0,3 4 0,1 0,010
8 0,3 4 0,1 0,354
6 0,1 4 0,1 0,354
6 0,7 4 0,1 0,140
6 0,3 0 0,1 0,242
6 0,3 8 0,1 0,005
6 0,3 4 0,0 0,240
6 0,3 4 0,2 0,277
6 0,3 4 0,1 0,135
6 0,3 4 0,1 0,244
6 0,3 4 0,1 0,259
6 0,3 4 0,1 0,219

A 13. dbra a NaCl és pH egyiittes kombinacidjanak a gatlasat szemlélteti a H10 torzs
esetében. A tesztmikroba ndvekedése volt tapasztalhatdo a pH 6 érték alatt vagy 4% NaCl tartalom
felett. A 14. abra a glutamat és pH hatasat szemlélteti, ahol latszik, hogy pH 5,5 alatti értéke szintén
gatld hatdsu volt a szaporodéasra, viszont a glutamat koncentraci®6 novelése serkentést
eredményezett. A Na-laktat és pH hatasa a 15. abran lathat6. Azt tapasztaltam, hogy szemben a C1
torzzsel, a Na-laktat gatlo hatasa a H10 torzsnél jobban érvényesiilt (15. és 16. abra). A 0,8-1 % Na-
laktat alkalmazasaval elégendd 2-4 % NaCl haszndlata vagy pH 7,0 alatti beallitas. Ez az eredmény
igéretesnek tlinkk a kombinalt tartositdsi modszer kidolgozéasaban, hiszen csokkenthetdé a
felhasznaland6 NaCl mennyisége, amely - jelenlegi beviteli mennyiség mellett is -szamos sziv- €s

érrendszer betegséget okoz.
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9. tablazat: Varianciai analizis (ANOVA)

ANOVA; Var.:0D595nn®@24h H10 R-sqr=,92024; Adj:,86541 (Adat

4 factors, 1 Blocks, 28 Runs; MS Pure Error=,0030372
DV: OD595nm@24h H10

Eactor SS |df| MS | F | p
(1)pH (L) (0,40907¢ 1 0,40907¢134,688¢0,00137«
pH Q) 0,006267 1 0,006267 2,06370,24641:
(2)Na-laktat(L) |0,02756% 1 0,02756: 9,075z 0,05709¢
(3)NaCl (L) |0,27878f 1 0,27878% 91,790€¢0,00241:
NaCl (Q) 0,02345¢ 1 0,02345¢ 7,723€0,06904:
(4)Glutamat(L)|0,00005¢ 1 0,00005¢ 0,018 0,90057:
Glutamat(Q) |0,00030: 1 0,00030: 0,099€0,77299:
1L by 2L 0,00702¢ 1 0,00702¢ 2,314(0,22556:
1L by 3L 0,27213¢ 1/0,27213¢ 89,601¢0,00249¢
2L by 3L 0,00518¢ 1 0,00518¢ 1,706¢ 0,28253:
3L by 4L 0,00228¢ 1 0,00228¢ 0,75320,44928(
Lack of Fit 0,08028:13/0,00617¢ 2,03320,30594¢
Pure Error 0,00911: 3/0,00303"

Total SS 1,12079: 27

10. tablazat: Statisztikai analizis az egyes faktor hatasanak becslésére

Effect Estimates; Var.:0OD595ni@24h H1Q R-sqr=,92024; Adj:,86541 (Adatok)
4 factors, 1 Blocks, 28 Runs; MS Pure Error=,0030372
DV: OD595nn@24h H10

Effect Std.Err. t(3) p -95,% +95,% Coeff. Std.Err. -95,%
Factor Pure Err Cnf.Limt | Cnf.Limt Coeff. | Cnf.Lin
Mean/Interc. 0,21170: 0,02178.| 9,7183:0,00231.| 0,14238. 0,28103(f 0,21170: 0,02178. 0,142
(1)pH (L) 0,26111.0,02249' 11,6055. 0,00137.| 0,18951( 0,33271jf 0,13055/0,01124' 0,094]
pH Q) -0,03129: 0,02178. -1,4364: 0,24641 -0,10061' 0,03803( -0,01564' 0,01089: -0,050
(2)Na-laktat(L) | -0,06777: 0,02249' -3,0125( 0,05709: -0,13937' 0,00382( -0,03388' 0,01124' -0,069¢
(3)NaCl (L) -0,215551 0,02249' -9,5807 0,00241: -0,28715" -0,14395( -0,10777: 0,01124' -0,143f
NaCl (Q) -0,06054: 0,02178. -2,7791: 0,06904  -0,12986' 0,00878( -0,03027 0,01089: -0,064
(4)Glutamat(L)| 0,00305' 0,02249' 0,1358: 0,90057: -0,06854/ 0,07465| 0,00152: 0,01124' -0,0341
Glutamat(Q) 0,00687! 0,02178.. 0,3155'/0,77299. -0,06245. 0,07620{ 0,00343: 0,01089. -0,0311
1L by 2L -0,04191' 0,02755. -1,5211¢ 0,22556  -0,12961( 0,04577] -0,02095: 0,01377: -0,064
1L by 3L -0,26083:/ 0,02755 -9,4658( 0,00249'| -0,34852 -0,17314( -0,13041 0,01377:| -0,1741
2L by 3L 0,03600! 0,02755. 1,3064( 0,28253 | -0,05169: 0,12369{ 0,01800' 0,01377: -0,025
3L by 4L 0,02391' 0,02755 0,8679! 0,44928 -0,06377 0,11161( 0,01195/ 0,01377: -0,031
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16. abra H10 torzs szaporodasa a
Na-laktat és NaCl fiiggvényében

Osszefoglalva az eredményeket a kovetkez6 kombindciot tartom elégenddnek a Listeria

monocytogenes H10 torzs szaporodasanak gatlasara: NaCl 3 %, pH 6,0-7,0, Na-laktat 0,8-1,0 %.

Ebben az esetben a glutamat mennyisége az izesitésnek megfelelden alkalmazhato.

4. tablazat a vizsgalt L. monocytogenes torzsekre gatlo hatast gyakorolt tényezdk

koncentracioi
pH Na-laktat% NaCl%
C1 torzs 6 - 4
H10 torzs 5,5 0,6 7
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6 OSSZEFOGLALAS

A Listeria monocytogenes szamos élelmiszer eredetii fert6zés okozoja volt az elmult vtizedekben.
Az altala okozott betegséget liszteridzisnak nevezziik, ami sulyos szovodményekkel, és 20-30%-ban
halalos kimenetellel is végzddhet. A fertézés elkeriilésére az ipar sok kutatast végez, hiszen fontos,
hogy élelmiszereink gyartasakor olyan mddszereket alkalmazzanak, melyek teljesen kizarjak a
Listéeria-t, vagy szamat a megengedett szint ala csokkentsék.

Kisérleteim soran eltéré pH-ra, NaCl, Na-laktat és Na-glutamat koncentraciora beallitott
taplevesben vizsgaltam kiilonb6z6 eredetii Listeria monocytogenes torzsek szaporodasat
turbidimetrias méréssel.

Munkamban az egyes faktorok kiilonboz6 Listeria monocytogenes torzsek szaporodasara gyakorolt
hatasait a pH, a NaCl, a Na-laktat ¢s Na-glutamat fliiggvényében kivantam vizsgalni. Célom volt a
hatasfeliileti analizis segitségével a pH, NaCl, Na-laktat ¢s glutamat hatasait modellez6 feliiletek
felallitasa, a patogén szaporodésat gatlo kombinacidk meghatarozasa.

A szaporodasi kisérletek sordn a C1 és HI10 torzs sem volt képes szaporodni azoknal a
kombinacidoknal, amelyeknél a pH értéke 4 vagy 5 volt. A 6% NaCl-ot tartalmazo6 Osszetétel gatolta
a szaporodast mind a két torzsnél a pH 7 tartomdnyban. A legmagasabb, 8%-0s s6 kombinacio is
gatolt, igaz a H10 torzsnél jelentdsebb hatast mutatott, mint a C1-nél. A magas (0,7%) Na-laktat
tartalmi kombinacional hossza lappangési id6 utdn volt szaporodas, azonban az nem fejtett ki
jelentds gatlast egyik torzsnél sem. A 0,2% tartalmi glutamat Osszetétel mindkét torzsnél
elosegitette a szaporodast, de a H10-nél jobban. A glutamat védd hatdsa nyilvanult meg mindkét
torzsnél a 7-es pH értéknél, ugyanis a 6%-o0s s6 (és 0,05% glutamat) gatolta a torzsek szaporodasat,
de amikor a 0,05% helyett 0,15% glutamatot tartalmazott az Osszetétel a vizsgalt térzs mar
szaporodott.

A hatasfeliiletek alapjan megallapithato, hogy a NaCl és pH hatasa volt a legjelentsebb a C1 torzs
szaporodasanak gatlasdban, a tesztmikroba, 6,5 pH alatt mar nem tudott ndvekedni 4% NaCl és
0,1% glutamat koncentracid mellett. A H10 torzset is ez a kombinacid gatolta a legnagyobb
mértékben, azonban alacsonyabb 5,5 pH értéknél. A torzsgylijteményi térzs mar 2% melletti sonal
sem tudott ndvekedni, a hlisipari izolatum azonban csak 7% NaCl tartalommal volt visszaszorithato.
A C1 torzs gatlasara pH 6,5 alatt, viszont elegendd 2% NacCl tartalom is. A Na-laktat a feliiletek
alapjan csak a HI10 torzsnél mutatott gatld hatast, de akkor amikor a legjobb gatldo hatassal
rendelkez6 pH-val volt kombinacioban. A 0,8-1% Na-laktat alkalmazasaval elégendé 2-4 % NaCl
hasznalata vagy pH 7,0 alatti beallitas. A glutamat serkentd hatdsa volt megfigyelheté pH 7 feletti
tapkozegben vagy 2% NaCl alatt. A varianciaanalizis eredményei szerint a C1 torzsre szignifikans

hatést gyakorolt a pH és a NaCl koncentracio linedris tagjai, valamint a pH és a NaCl koncentracio
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linearis részei kozotti kolesonhatas. Tehat a pH és a NaCl gatolta a Listeria a szaporodasat. A
husipari izolatumnal is a Cl-hez hasonléan szintén a pH és a NaCl koncentracid linearis tagjai,
valamint a pH és a NaCl koncentracié linearis részei kozotti kdlesonhatas gyakorolt szignifikans
hatast.

A szakirodalom szerint a glutamat (GAD rendszer) segiti a Listeria monocytogenes-t az
alacsony pH okozta stressz hatasok kivédésében. A kisérleti munkdm eredményei a vizsgalt
koncentracid tartomanyban ezt alatamasztottadk a Cl, vagyis a tOrzsgyiijteményi torzs esetében,
ugyanis alacsony pH tlir6bbé valt a baktérium. A szaporodasgorbéknél a két, csak glutamat
koncentracidban eltéré kombinacid alapjan (0-0,2%), megallapithato, hogy a C1 torzs szaporodasat
segitette, a H10-ét nem jelentdsen.

Eredményeim alapjan a C1 térzs nem szaporodik pH 6,5 és 2% NaCl tartalmu tapkozegben,
fiiggetleniil a Na-laktat €s glutamat jelenlététdl. Ez a megallapitas azért fontos, mert a Na-laktat és a
glutamat koztudottan izfokozdszerek és sok esetben tdamogatjak a baktériumok szaporodasat. A H10
torzsnél a kisérletek alapjan a 0,8-1 % Na-laktat alkalmazéasaval elég a 2-4 % NaCl hasznalata vagy
pH 7,0 alatti beallitds a patogén inaktivalasara. Ez az eredmény igéretesnek tlinik a kombinalt
tartositasi modszer kidolgozasaban, hiszen csdkkenthetd a felhasznalandé NaCl mennyisége, amely
- jelenlegi beviteli mennyiség mellett is - szamos sziv- €s érrendszer betegséget okoz.

Tobb Osszetételnél tapasztaltam, hogy a 24 6ras mérés végére indult be a szaporodas. Ezért példaul
mas kisérleti pontokat valasztva a gorbék kozti kiilonbségek szignifikansabbak lennének, ami aztan
a varianciai analizisben ¢és hatésfeliiletekben is megmutatkozna. Tovabbi kisérleteket tartok
sziikségesnek (pl. valodi hiskészitmény matrixban), hogy biztonsdgosan megallapithato legyen az

egyes faktorok hatasa, valamint az iz, illat, allag, megjelenités stb. valtozasa.
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