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1. Roviditések jegyzéke

BAP: biofilm associated protein - biofilmképzéshez sziikséges fehérje

CFU: colony forming unit - telepképz6 egység

DAPI: 4',6-diamidin-2'-fenilindol-dihidroklorid

DLVO: Derjaguin, Verwey, Landau and Overbeek (elmélet)

EMB: eosin methylene blue — eozin metilénkék agar

EPS: extracellular polymeric substance - extracellularis polimer anyag

FDA: Food and Drug Administration - Az USA élelmiszerbiztonsagi hivatala

FIC: fractional inhibitory concentration - frakcionalt gatlé koncentracid

FICI: fractional inhibitory concentration index - frakcionalt gatlo koncentracios index

GRAS: Generally Recognized as Safe - altalanosan biztonsagosnak elfogadott

LB: Luria-Bertani tapoldat/taptalaj

MBC: minimum bactericidal concentration - minimalis baktericid koncentracio

MIC: minimum inhibitory concentration - minimalis gatlé koncentracio

MRSA: methicillin rezisztens Staphylococcus aureus

MSSA: methicillin érzékeny Staphylococcus aureus

NCBI BLAST: National Center for Biotechnology Information - Basic Local Alignment

Search Tool

OD: optical density - optikai denzitas

PALCAM agar: polimixin-B-szulfat, akriflavin, litium-klorid, ceftazidim, eszkulin,
mannitol tartalmu agar

PCR: polymerase chain reaction - polimeraz lancreakcio

PP: polipropilén

RTE: ready to eat - fogyasztasra kész élelmiszer

SS: stainless steel - rozsdamentes acél

SZMC: Szeged Microbiology Collection - Szegedi Mikrobioldgiai Torzsgytijtemény

TAE: Trisz-acetat-EDTA

TGE: élesztékivonat-tripton-gliikoz tapoldat/taptalaj

TSB: tryptic-soy-broth - tripton sz6ja tapoldat



2. Bevezetés

A baktériumok képesek az ¢€lelmiszeriparban és az egészségiigyben taldlhato
kiilonboz6 feliilleteken megtapadni és ott biofilmet 1étrehozni. Ebben a komplex
rendszerben a baktériumok ellenallobbak a karos kornyezeti hatasokkal szemben (pl. ho,
UV sugarzas, fertétlenitészerek és antibiotikumok). A kitapadast tobb koérnyezeti tényezo
is segiti, ilyen a feliilet hidrofobicitdsa és érdessége, illetve a feliileten 1évo
¢élelmiszermaradvany, amely taplalékforrast jelent a baktériumok szamara. A biofilmben
€16 baktériumok képesek szennyezni a termékeket és betegségeket okozni. A biofilmek
elleni védekezés elsd feladata a tapadds gatldsa. Ha a tapadas kialakul, a kolénia
eltavolitasa nehezebb.

A fert6tlenitdszerekkel torténd hosszabb idejii kezelés nodvelheti a baktériumok
ellenalloképességét az adott szerrel szemben, ezért sziikséges, hogy ujabb, jo
antimikrobidlis hatassal rendelkezé anyagokat talaljunk. Az utdbbi években egyre nd a
természetes tulajdonsdgaikat megdérzd, minimalisan feldolgozott termékek piaca, és ez a
trend valtozasokat hozott az élelmiszeriparban. Egyre tobb kutatas foglalkozik a
természetes eredetli hatdanyagok felhasznalasaval az élelmiszer eredetli korokozok elleni
védekezésben. Az antimikrobialis, antifungalis és antiviralis hatassal rendelkez6
illoolajokat kiilonbozd fliszer- és gydgyndvényekbdl vonjak ki, melyek tobbsége az FDA
(Food and Drug Administration) altal felallitott GRAS (altalanosan biztonsagosnak
elfogadott) kategoriaba esik.

Célkitiizéstink volt a vizsgalt illoolajok antimikrobidlis, tapadasgatld és biofilm-
eltavolito hatasanak vizsgalata élelmiszerszennyez6 baktériumokon (Escherichia coli,
Pseudomonas putida), élelmiszer eredetii korokozokon (Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus) és az ezekbdl alkotott vegyes
tenyészeten. A vizsgalatba bevontuk a methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus-t,
illetve az élelmiszeripari feliiletekr6l izolalt torzseket (Pseudomonas, Escherichia,
Enterobacter, Serratia, Citrobacter sp.) is. A végsé cél egy alternativ, ,zold”
fert6tlenitoszer kifejlesztése volt. A vizsgalt illoolajok a bordka-, a citrom-, a fahéj-, a
kakukkfii-, @ majoranna- és a muskotalyzsalya-olajok voltak. Az illdolajok tapadas- és
biofilmképzés-ellenes  hatékonysagat élelmiszeripari iizembdl szarmazo, de a
haztartasokban és az egészségiigyben is megtalalhato, rozsdamentes acél és polipropilén
feliileteken vizsgaltuk. A vizsgalat a kevert tenyészet altal képzett biofilm esetén kiterjedt

fa és csempe feliiletre is.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Illéolajok

Az illbolajok zsiroldékony, illékony, kismolekuldju vegyiiletek keverékeibdl allo
folyadékok, melyek az egyes novényi részekbdl (szar, levél, gyokér, virag, kéreg)
kiilonboz6 eljarasokkal (pl. vizgbz-desztillacio, sajtolas, extrahalas, mikrohullammal valo
kezelés) vonhatok ki (Burt, 2004; Oussalah és mtsi., 2006). Mar az 6korban is hasznaltak
ezeket az olajokat parfimként. A 13. szazadban a gyogyszerkészitmények eldallitasa soran
is hasznaltak ill6olajokat. A 16. szazadban €It Paracelsus von Hohenheim kutatd tedriaja
szerint a leparlas soran a legszublimalobb extraktum a ,,Quinta essentia”, mely a
gyogynovények (drogok) hatékony része, és ezek extrahdldsa lehetne a gyogyszerészet
célja (Burt, 2004; Guenther, 1948). Az elmult szdzadokban egyre tobb ndvényi kivonatnak
vizsgaltak az antimikrobialis hatasat. Jelenleg kortilbeliil 3000 illdolaj ismert, ezek koziil
300-at alkalmaznak a gyogyaszatban, mezdgazdasagban, élelmiszer-, kozmetikai- és
illatszeriparban (Bakkali és mtsi., 2008; Hyldgaard és mtsi., 2012).

Az illoolajok altalaban folyadékok, de egyes olajok szobahémérsékleten szilard
vagy gyantaszer(i halmazéllapottal rendelkeznek. Altalaban konnyebbek a viznél. Sziniik a
halvanysargatol, zoldestdl a pirosas, barnas szinig terjed. Az illdolajok tobb komponensbdl
allnak. A biologiai hatasért altaldban a fobb komponensek feleldsek, mig az egyes
fokomponensek hatasat erdsiteni, illetve gyengiteni is tudjak a minor (kisebb aranyban
el6forduld) vegyliletek. Az illdolajok foként terpénekbdl, terpenoidokbdl (a terpénhez
oxigén molekula kapcsolodik), aromas é€s alifas vegyliletekbdl allnak. Emellett az
olajokban kisebb mennyiségben megtalalhatoak savak, alkoholok, aldehidek, laktonok és
Kis molekulatomegii nitrogén- és kéntartalm vegyiiletek is (Bajpai és Baek, 2016; Bakkali
és mtsi., 2008; Nazzaro és mtsi., 2013). A terpén vegyliletek izoprén (Cs) alegyseégekbdl
allnak, foként monoterpének (Cio) és szeszkviterpének (Cis). A terpének nyilt lanct vagy
gyliris szénhidrogének (p-cimén), mig a terpenoidok funkcids csoportjaik alapjan lehetnek
aldehidek (nerdal), alkoholok (linalool), észterek (linalil-acetat), fenolok (timol) vagy
ketonok (kamfor). Az aromas gytiriit tartalmazd vegytiletek kevésbé gyakran fordulnak eld,
ide is tartozhatnak aldehidek (fahéjaldehid) és fenolok (eugenol). Nitrogén- vagy
kéntartalmu vegyiiletek kozé tartoznak a gliikozinolatok vagy izotiocianat szarmazékok
(fokhagyma, mustarolaj) (Bajpai és Baek, 2016; Bakkali és mtsi., 2008; Burt, 2004). Az 1.

abran néhany gyakori illoolaj 6sszetevo szerkezeti képlete lathato.
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3.1.1. Ill6olajok hatasa és felhasznalasuk

Szamos illdolajnak van antibakteridlis, antifungalis, antivirdlis és antiparazita
hatasa. Hidrofob tulajdonsdguk révén az illdolajok konnyen atjutnak a sejtfalon és
megvaltoztatjdk a sejtmembran ateresztoképességét. A Gram-negativ és a Gram-pozitiv
baktériumok kiilonb6z6 sejtfalszerkezettel rendelkeznek, ennek kdszonhetéen altalanosan
elmondhat6, hogy a Gram-negativ baktériumok ellenallobbak az illoolajokkal szemben. A
kiils6 membran felszinén egy lipopoliszacharid réteg van, mely nehezen atjarhat6 a
hidrofob vegyliletek szamara. A sejtbe keriilt illdolaj komponensek képesek koagulalni a
citoplazma fehérjéket, ezaltal megvaltozik a sejtmembran ateresztOképessége, ami a
makromolekuldk szivargasahoz, majd végil a sejt liziséhez vezet. Emellett az
intracellularis ATP szint csokkenése miatt foszfatvesztés kovetkezik be. Az illdolajok
karositjak a lipideket, kicsapjak a fehérjéket és hatassal lehetnek a DNS transzkripciora és
a fehérjeszintézisre is (Bakkali és mtsi., 2008; Burt, 2004). Emellett az illdolajok képesek
gatolni az elektrontranszport-lancot, a proton altal indukalt ATP szintézist, és a
mitokondrialis 1égzést is (Bajpai és Baek, 2016; Bakkali és mtsi., 2008; Burt, 2004). Az
illoolajok megvaltoztatjdk a sejtmembran zsirsavosszetételét, a ,,quorum sensing”
(baktériumok kozotti kommunikacid) aktivitdst, a baktériumok megtapadasi €s
biofilmképzési képességét, a sejtek mozgekonysagat (Nazzaro ¢és mtsi., 2013) ¢és
feliillirhatjak egyes rezisztens Gram-negativ baktériumok efflux pumpéjanak miitkdését
(Soloérzano-Santos és Miranda-Novales, 2012). Ezeket a hatasokat az ill6olaj keverékek és
az egyes illoolaj 6sszetevok is képesek kifejteni.

Az illdolajok hatasanak vizsgalatara tobbféle modszer is alkalmas lehet. Szilard
taptalajon alkalmazhat6 a korongdiffuizios, lyukdiffiizids vagy az agar higitdsos modszer,
mig folyadék tenyészetekben mikro- €s makrohigitasos teszteket hasznalnak. Minden

modszer esetében az illdolajok kiilonbozd koncentracidit alkalmazva allapitjak meg a



minimalis gatlé koncentraciot (minimum inhibitory concentration, MIC), azaz azt a
legkisebb ill6olaj koncentraciot, ami gatolja a sejtek szaporodasat; és a minimalis
baktericid koncentraciot (minimum bactericidal concentration, MBC), azaz azt a legkisebb
illoolaj koncentraciot, ami a sejtek pusztulasat eredményezi. A sejten 1évé fizikai
valtozasokat mikroszkoppal értékelik (Periccone és mtsi., 2105). A kolcsonhatas tesztek
soran az illéolajokat, illetve az illoolaj komponenseket kiilonb6z6 mennyiségben keverik
Ossze a sakktdbla modszer alapjan. Ezekbdl a tesztekbdl kideriil, hogy a kiilonb6z6
illoolajok, illetve komponensek egy keverékben hogyan hatnak egymasra: segitik, vagy
éppen gatoljak egymas miikodését (Bassolé és Juliani, 2012).

A kiilonbozo illdolajok egyiittes alkalmazasanak azonban vannak korlatai. A
legrosszabb esetben antagonista hatas 1éphet fel, tehat az olajok egymas hatasat gyengitik.
Fenolos ¢s alkoholos Osszetevoket tartalmazd olajok egymaéssal vald vegyitése esetén a
tapasztalat szerint az antimikrobialis hatast novelni tudjuk, igy elegendd kisebb
mennyiségben felhasznalni ezen olajokat (Bassolé és Juliani, 2012). Az olajok
mennyiségének csokkentésével a rajuk jellemzd erds illat is mérsékelhetd, igy az
¢lelmiszerekben torténd alkalmazas sordn akar kedvezden is befolyasolhatjdk a termék
érzékszervi megitélését. Fert6tlenitdszerek esetén pedig kellemes kisérd illatot kaphatunk,
szemben a ma hasznalatos erdsen ferttlenitd szagu szerekkel szemben.

A terpenoid komponensek kozotti hatas fiigghet a hidroxil csoport jelenlététol,
helyzetétol, a kettds kotés helyétdl, illetve a fenol gytriin talalhato hidroxil csoportok
szamatol. Azok a komponensek bizonyulnak hatasosabbnak, melyek tobb hidroxil
csoportot tartalmaznak (Gyawali és Ibrahim, 2014). Egyes esetekben az illdolaj
hatasosabb, mint a f6 komponensek Onmagukban (Burt, 2004), ami gazdasagilag is
elonydsebb, mivel az illoolaj kivonasa olcsobb, mint az egyes komponensek szintézise
(Mourey ¢és Canillac, 2002).

Az illoolajokat gyogyszerkészitményekben is felhasznaljadk. Szamos megbetegedés
mogott az  ¢€lelmiszerekben jelenlévd korokozok allnak, igy tartositoszerként is
hasznalhatjuk ket az élelmiszeriparban. Tartositoszerként vald alkalmazasuk soran
azonban tobb probléma is felmeriilhet. Egyrészt mar kis koncentracioban is negativan
befolyasolhatjdk az érzékszervi tulajdonsagokat jellegzetes, erds illatuk miatt (Hyldgaard
és mtsi., 2012), masrészt az illdolajok hatasat az ¢lelmiszer tapanyagtartalma is képes
negativan befolyasolni.

Osszességében elmondhatd, hogy minél magasabb az élelmiszerek zsir, fehérje, rost

¢és szénhidrattartalma, annal tobb illoolajra van sziikség a benniik 1évé mikroorganizmusok
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novekedésének gatlasahoz és/vagy elpusztitasahoz. Ezek a tapanyagok ugyanis segitik a
mikroorganizmusokat a gyorsabb regeneralodasban stresszhatds esetén, vagy képesek az
egyes illéolaj komponensek megkdtésére (Burt, 2004; Calo és mitsi., 2015; Gutierrez ¢€s
mtsi., 2009; Perricone és mtsi., 2015). Egyes fehérjék megkotik a fenolokat az amino- és
hidroxilamin csoporton keresztiil (Juven és mtsi., 1994). Ezzel szemben, alacsonyabb pH-
ju, magasabb sétartalmi vagy nagyobb vizmegtarté képességii élelmiszerek novelik az
illoolajok hatasat (Negi, 2012; Bajpai és Baek, 2016). Zoldség, gyliimolcs és fogyasztasra
kész (RTE) élelmiszerek esetén az illoolajok hasznalata célszerti lenne, mivel ezek
feldolgozasa soran a természetes védoréteget -eltavolitva megnd a baktériumok
elszaporodasnak esélye, ezaltal megnovekedhet a diétazok, vegetarianusok és kiilonleges
taplalkozasi igényli emberek korében az élelmiszer eredetli megbetegedések szama. Az
¢lvezeti érték is novelhetd egy jol megvalasztott illoolaj segitségével, igy a tartositas
mellett egyben a termék tulajdonsagai is javithatok (Bajpai és Back, 2016). Espina és
munkatarsai (2014) megallapitottak, hogy az illdolajok egy bizonyos koncentracidig
javitjak a kiilonb6z6 élelmiszerek érzékszervi tulajdonsagait, vagy legalabbis nem
valtoztatjadk meg. Az illdolajos mosds a képosztalevelek érzékszervi tulajdonsagait
elfogadhatd mértékben valtoztatta meg, de minél hosszabb volt a mosasi id6, annal
kedvezotlenebbek lettek az organoleptikus tulajdonsagok (Fisher és Phillips, 2006).
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az illéolajok alkalmasak antimikrobialis
szerekként torténd alkalmazasra. Hasznalatukhoz azonban nélkiilézhetetlen annak
ismerete, hogy milyenek a kornyezeti tényezok, és azok hogyan befolyasoljak hatasukat.
Az élelmiszerekben torténd alkalmazasuk tobb akadalyba litkozik a fent emlitettek alapjan,
de Aaltalanos fertStlenitdszerként jo alternativak lehetnek az élelmiszeriparban,
egészségiigyben is. Pozitiv tulajdonsaguk, hogy altaldban nem okoznak mutacidt a
sejtekben, biztonsagos €élelmiszer dsszetevok, alacsony a toxicitasuk, kornyezetbaratok és a
fogyasztok jobban kedvelik Oket a kémiai szerekkel szemben. A rezisztencia
kialakulasanak kicsi az esélye, mivel az illéolaj komponensek mennyisége és aranya
gyartasi tételenként kis mértékben valtozhat, és ehhez a mikroorganizmusok nem képesek
alkalmazkodni. Az Osszetétel valtozhat attol fiiggden, hogy hol termesztették a ndvényt,
milyen volt az id6jarés, €s virdgzas eldtt vagy utan szedték le az adott novényt (Bakkali és
mtsi., 2008; Burt, 2004; Tajkarimi és mtsi., 2010). Viragzas utan (mag fejlédéskor, érett
allapotban) altalaban magasabb az olaj kihozatal és jobb a mindség is (Kakaraparthi és

mtsi., 2014; Usano-Alemany és mtsi., 2016).



Az ill6olajok nemcsak egy biologiai folyamatra hatnak, a mikroorganizmusok ezért
IS kevésbé képesek ellenallni az illdolajok hatasanak (Bakkali és mtsi., 2008; Burt, 2004).
Ez kiilondsen elényos akkor, amikor egy feliileten tobbféle baktérium is talalhat6, mivel az
illoolajok képesek az Osszes baktériumra gatld hatast kifejteni (Bakkali és mtsi., 2008).
Ebben az esetben a legellenallobb baktériumra kell meghatdrozni az MBC értéket,

amennyiben hatékony fert6tlenitdszert kivanunk az ill6olajokbdl eldallitani.
3.1.2. Vizsgalt illéolajok bemutatasa

Bordka ill6olaj

A bordka illéolajat a Juniperus communis albogyojabol vonjak ki vizgdz-
desztillacioval 2-3% kihozatali mennyiségben. A kinyert olaj szintelen vagy halvanysarga,
illata fiiszeres, a fenyOre és borsra emlékeztetd. Az olaj f6 Osszetevdje az a-pinén (40%),
emellett jellemz6 alkoto vegyiilete még a mircén (12%), a B-pinén (7%) és a terpinén-4-ol
(6%). Az olaj élettani hatasai kozott emlitendd, hogy vizelethajtd, csokkenti a kronikus
iziileti gyulladast, illetve altalanos gyulladascsokkentoként tartjak szamon. Megtalalhato
egyéb, a légutakra hatd készitményekben (pl. 1égzést segité kendcsok, szauna olajok) is.
Mozgasszervi megbetegedések kezelésére is hasznaljak (Aromax-bordka). A bordkaolaj
antimikrobialis hatasaval Kapcsolatban régebben kevés irodalmi adat allt rendelkezésre,
manapsag egyre tobb a kutatis ezen a téren (Bakkali és mtsi., 2008; Hyldgaard és mtsi.,
2012; Hyun és mtsi., 2015; Mith és mtsi., 2014; Perricone és mitsi., 2015; Tajkarimi és
mitsi., 2010).

Citrom ill6olaj
A citromolajat a Citrus limon gyiimdlcs héjabol préseléssel nyerik ki 0,5-1,5%-ban.

Az olaj halvanysargas szinii és erésen citrom illati. Antimikrobialis és antiviralis hatassal
rendelkezik, ezért légtér fertStlenitésre is hasznaljak. Szélhajtdé hatasa is ismert.
Megtalalhato  kiillonbozéd  kozmetikai termékekben is, mint példaul nyugtato
fiirdokészitményekben és borapolokban. Fobb komponensei a limonén (60-80%), a [-
pinén és a y-terpinén (10%), valamint a bergaptén (0,15-0,25%) (Aromax-citrom).
Antimikrobialis hatasarol is vannak adatok, példaul gatld hatast mutatott Klebsiella spp.,

Streptococcus és Staphylococcus spp. esetében (Bakkali és mtsi., 2008).

Fahéj illoolaj
A fahéj illéolajat a Cinnamomum zeylanicum kérgébdl allitjak elé vizgdz-

desztillacioval, a kihozatal 0,5-4%. Az olaj szine vilagos, illata fiiszeres, fahéjas. Fo
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komponense a fahéjaldehid (90-98%) (Aromax-fahéj). Valtozatos élettani hatasa ismert, pl.
tonizalod, bélmozgast serkentd és gyulladasgatld hatds. Kiemelendd antimikrobidlis,
parazita- és virusellenes hatasa. Mar kis mennyiségben is hatdsos a kiilonb6z6
mikroorganizmusok ellen, mivel a sejtmembran ateresztéképességét megnoveli, igy a

citoplazma létfontossagu dsszetevoinek szivargasat okozza (Hyldgaard és mitsi., 2012).

Kakukkfii ill6olaj
A kakukkfi ill6olajat a Thymus vulgaris viragos hajtasabol nyerik ki vizgdz-

desztillacioval 1-3% hozamban. Szine szintelen vagy halvanyséarga, illata jellegzetesen
fliszeres. A gyogyaszatban  kiilonb6z6  fertdzések  kezelésére  hasznaljak:
gyulladascsokkentd, kohogéscsillapitd €s antimikrobialis tulajdonsaggal is rendelkezik, igy
a bor gombas és bakteridlis fert6zésére ajanlott termékekben is megtalalhatd. Az illdolaj
legfobb Osszetevoje a timol (30-50%) (Aromax-kakukkfil). Hatasmechanizmusa azon
alapszik, hogy a sejtmembrant atjarhatova teszi. Hyldgaard és munkatarsai (2012)
megallapitottak, hogy a kiilsé membranfehérjékben okozott valtozast Erwinia baktérium
esetében. Elelmiszerekben torténdé hasznalata soran az eltarthatosagi id6t mar 0,1%-0s

koncentracioban is noveli (Bajpai és Baek, 2016). Fontos kihangstlyozni, hogy képes

baktérium biofilmek kialakulasat is gatolni (Szczepanski és Lipski, 2014).

Majoranna ill6olaj

A majorannaolajat bimbos vagy viragzas elején 1évé Origanum majorana szaraz
hajtasabol nyerik ki vizgdz-desztillacioval 0,5-3%-ban. Az illdolaj szine halvanysarga,
borostydnsarga, 1illata erdsen fliszeres. Antibakteridlis, fert6tlenité, nyugtato,
fajdalomcsillapitd, emésztésjavitd és keringésfokozo hatdssal is rendelkezik. Az illdolaj
fobb komponensei: terpinén-4-ol (10-25%), terpinén (5-20%), 1,8-cineol (5-10%),
szabinén (5-10%), valamint linalool és linalil-acetat (Osszesen kb. 10%) (Aromax-
majoranna). Bajpai és Baek (2016) vizsgalatai soran az illdolaj 0,3% alatti koncentracidban
tobb mint egy nagysagrenddel tudta csokkenteni a daralt husban 1év6 baktériumok szamat.

Maga a ndvény kedvelt fliszernovény.

Muskotalyzsalva ill6olaj

A muskotalyzsalya-olajat kis mennyiségben (0,2-1%) vizgdz-desztillacioval nyerik
ki a Salvia sclarea viragzo hajtasaibol. Az olaj vilagossarga szinli, muskotalyos borra
emlékeztetd fliszeres illata. FO alkotoelemei a linalil-acetat (50-75%) és a linalool (10-

25%) (Aromax-muskotalyzsalya). Antimikrobialis, nyugtatdé hatasa, illetve genitalis
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fert6zések és menstruacids zavarok kezelésére is alkalmas. Bakkali és munkatarsai (2008)
vizsgélatai szerint a muskotalyzsalya-olaj kevésbé jo antimikrobidlis szer. Kuzma és
munkatarsai (2009) kutatasa szerint a Gram-negativ E. coli négyszer érzékenyebb volt a

muskotalyzsalya-olajra, mint a Gram-pozitiv S. aureus.

3.2. Baktériumok az élelmiszeriparban

Az élelmiszer eredetii fertézések, illetve mérgezések okozoi gyakran baktériumok.
A Dbaktériumok szarmazhatnak az alapanyagbol vagy keresztszennyezédésekbdl,
amennyiben az élelmiszerck el6készitése vagy tarolasa soran nem tartjak be a higiéniai
eléirasokat. Kiilon emlitést érdemelnek a zoonozisokat (allatrél emberre terjedd
betegséget) okozo baktériumok (pl. Salmonella Enteritidis, Campylobacter jejuni).
Talajbol, ivovizbol bekeriild baktériumok is okozhatnak élelmiszerromlast (Pseudomonas

spp., Acinetobacter spp.) (Laczay, 2008).

3.2.1. Vizsgalt baktériumok

A doktori munka soran vizsgalt baktériumok a Bacillus cereus, a Bacillus subtilis, a
Listeria monocytogenes, a methicillin-érzékeny Staphylococcus aureus (MSSA) és
methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA), az Escherichia coli és a
Pseudomonas putida fajokba tartoz6 izolatumok voltak, melyek fontos Gram-negativ és
Gram-pozitiv reprezentasai az élelmiszeriparban gondot okoz6 baktérium fajoknak.
Valtozatos homérsékleti koriilmények kozott képesek novekedni, némelyik a savas pH-t is
jol tolerdlja (Dedk és mtsi., 2006; Fonseca €s mtsi., 2011; Jay és mtsi., 2005; Pandey és
mtsi., 2006) (1. tablazat).

1. tablazat. A vizsgalt baktériumok minimum és maximum hémérséklet- és
minimum pH igénye a szaporodashoz.

B. cereus és . _
B. subtilis E.coli L. monocytogenes P. putida S. aureus
Ho_merseklet (°C) 10-55 2.46 0.45 05 I
(min-max)
Minimum pH 4,9 45 41 30 40

Bacillus cereus és Bacillus subtilis
Aerob, palca alakt, endosporat képzo baktériumok, melyek a természetben szinte

mindenhol megtalalhatok. Gyakran fellelhetdk keményit6t tartalmazo  nyers

¢lelmiszereken, tejben, zoldségeken, gylimolcsokon, rizses ételekben. Fert6zott €lelmiszer
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elfogyasztasa utdn enteralis panaszokat okozhatnak (Dedk és mtsi., 2006; Lau és mtsi.,

2014). Nem megfelel? siitési hémérséklet esetén kenyérnytlosodast okoznak (Biro, 2014).

Escherichia coli
Az E. coli az Enterobacteriaceae csalad tagja (Gram-negativ), az allati és emberi

bélflora egyik Osszetevdje, emellett a boron és a garat nyalkahartydjan is megtalalhato.
Elelmiszeriparban indikator mikroorganizmusnak tekinthet, mivel jelenlétiikbdl fekalias
szennyezédésre lehet kdvetkeztetni: az emberi székletben koriilbeliil 10° telepképzd egység
(CFU)/g gyakorisaggal van jelen (Deak és mtsi.,, 2006). A 4/1998 Egészségiigyi
Minisztériumi (EiM) rendelet értelmében élelmiszerekben termékenként valtozo értékkel,
<10 CFU/g (tro, kenyér, pudingpor) és <10* CFU/g (fiiszerek) kozott, engedélyezett az E.
coli jelenléte. A normal bélflora GsszetevOjeként az E. coli megakadalyozza a patogén
mikroorganizmusok megtelepedését a bélben, illetve a vitamin ellatashoz is hozzajarul a B
és K vitamin szintézisével (Adam, 2006). Ugyanakkor szamos patogén E. coli torzset is
ismeriink, amelyek el6fordulasa (pl. élelmiszerben és vizben) jelent6s kozegészségligyi
kockazatot jelent. Az enterovirulens E. coli izolatumok tobb altipusba sorolhatok:
enteropatogén E. coli (EPEC), amely csecseméknél nyakos székletet okoz; enteroinvaziv
E. coli (EIEC), amely véres hasmenést okoz; enterotoxint termel6 E. coli (ETEC), amely
szintén hasmenést okoz; enterohaemorrhagiat okozé E. coli (EHEC), amely véres
székletet, gyerekeknél és idoseknél életveszélyes szovoédményeket —okozhat;

enteroaggressziv E. coli (EaggEC), amely vizes hasmenést okoz (Adam, 2006).

Listeria monocytogenes
Gram-pozitiv, fakultativ anaerob baktérium. A baktérium onnan kapta a nevét,

hogy a szervezetben elszaporodva a vérben a monocita fehérvérsejtek szama
megemelkedik (Deak és mtsi.,, 2006). Hidegtiird, és habar lassan, de képes az
¢lelmiszeripari hiitott terekben, a haztartasi hiitészekrények altal kialakitott 3-6 °C-0s
hémérsekleten is szaporodni. Széles pH-tartomanyban képes a thlélésre, illetve a
szaporodasra (pH 4,6-9,5). Akar 0,92 vizaktivitasu kornyezetben is képes Szaporodni
(Carpentier ¢és Cerf, 2011). Magas sokoncentraciot és hdmérsékletet is talél (de Oliveira és
mtsi, 2010). A jelenleg hatalyos jogszabaly alapjan L. monocytogenes 0 CFU/ 25 ¢
mennyiségben lehet az élelmiszerekben (4/1998 EiiM). A 2073/2005 Eurdpai Kozdsségi
rendelet maximum 100 CFU/g mennyiségben engedi a baktérium jelenlétét az
¢lelmiszerekben, abban az esetben, ha bebizonyitott, hogy a tarolasi feltételek betartasa

mellett a sejtszam nem haladja meg a 100 CFU/g-t. Kivételt képeznek a L. monocytogenes
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szaporodasat eldsegitd, a csecsemoknek szant és a specialis gydgyaszati célra szant RTE
¢lelmiszerek. Ennek megfelelden, kiilonosen az RTE élelmiszerek (pl. csemege
hustermékek, sajtok, fiistlt halak, tengeri termékek) esetén kell a Listeria mentességre
tigyelni (Allen és mtsi., 2016). Esetenként z6ldségeken és hustermékeken is megtalalhato
(Goh és mtsi., 2014). A gyakran kisebb jarvanyok formajaban fellépd liszteriozis akar
halallal is végzédhet (Caillet és mtsi., 2012). Az egészséges embereknél jelentkezo
kockazaton tal kiilonosen problémas az immungyenge betegek, illetve a kismamak
fert6zédése; ez utobbi esetben szinte elkeriilhetetlen a magzat stlyos karosodasa, amely

gyakran vetéléshez vezet (Allen és mtsi., 2016).

Pseudomonas putida
A Pseudomonas nemzetség tagjai Gram-negativ, aerob, oxidaz-pozitiv, palca alaku,

polaris ostorral mozgd baktériumok (Dedk és mtsi., 2006). Gyakran ezek a baktériumok
felelések a hiitott htisok esetén jelentkezd, jol érzékelhetd mindségromlasért, melynek
tiinetei a kellemetlen szag, szinvaltozas, gaztermel6dés és a nyalkas hus (Giaouris és mtsi.,
2014; Oussalah és mtsi., 2006). Szinte mindeniitt eléfordulnak, példaul zoldségeken
(Gutierrez és mtsi., 2009), novények gyokerein és vizekben is megtalalhatok (Kavanaugh
¢és Ribbeck, 2012). A tejiparban is nagy problémat tudnak okozni, mivel olyan enzimeket
termelnek, melyekre a pasztorozés hémérséklete nem hat, igy a hokezelt tejben
(Simdes és mtsi., 2010). A P. putida konnyen tud adaptaloédni a kornyezetéhez, igy

sz¢€ls6ségesebb koriilményekhez is (Poblete-Castro és mtsi., 2017).

Methicillin-érzékeny és rezisztens Staphylococcus aureus
Gram-pozitiv, szOlofiirt alakban szervezddé 0,6-1 pum atmérdjli, gombalaku

baktériumok. Aerobok, de képesek anaerob koriilmények kozott is talélni. Nem
rendelkeznek sem csilloval, sem tokkal. Az egyik csoportositasuk a koagulaz enzim
termelés alapjan torténik: megkiilonboztetiink koagulaz-negativ és -pozitiv Staphylococcus
torzseket (Deak és mtsi., 2006.). Egyebek mellett megtalalhatok a béron, hajon, a felsd
légutakban, allatok borfeliiletén is. Szamos megbetegedés hatterében allhatnak (Giaouris és
mtsi., 2015). Szamos virulenciafaktorral rendelkeznek, igy példaul szamos szénhidratot,
fehérjét, nukleinsavat bontd enzimet termelnek. Emellett a fagocitdkat is képesek
elpusztitani és sejtoldo hatasu toxint is termelhetnek. A hééllé enterotoxint 10° CFU/g
esetén kezdik el termelni, mely ételmérgezést okoz a fogyasztoknal. Sokféle ételben

képesek elszaporodni kis vizaktivitas (0,83) mellett iS. El6fordulhatnak tojasokban,
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krémekben, husokban, tejtermékekben, tésztafélékben is. Ezeknél, illetve mas
¢lelmiszereknél is fontos, hogy a termékeket 7 °C alatt taroljuk, ezaltal gatolni tudjuk a
szaporodasukat és az enterotoxin termelésiiket (Deak és mitsi., 2016). Jogszabalyban
foglaltak alapjan a maximalis sejtszam 10-10* CFU/g kozott lehet pasztérozott tej és
hékezelés utan fogyasztando élelmiszerek esetében (4/1998 EiiM rendelet). Allattenyésztés
szempontjabol a tégygyulladas okozoi (Castelani ¢és mtsi.,, 2015). Egészségiigyi
szempontbol a methicillin-rezisztens S. aureus (MRSA) kiemelked6 fontossagu.
Esetenként emberek tiinetmentesen is hordozhatjak, igy nagy gondot kell forditani az
egészségiigyben a higiéniai szabalyok betartasara és a fertétlenitésre (Warnke €és mtsi.,

2009).

3.3. Baktériumok tapadasi képessége

A baktériumok megtapadhatnak és biofilmet formalhatnak kiilonbozd feliileteken
(2. abra). A baktériumok a biofilmben ellenallobbak a kornyezeti hatasokkal szemben,
mint szabad sejtekként. A feliilethez vald tapadas egy Osszetett folyamat, mely sordn a
sejtek a feliilet felismerését kovetden kiillonboz6 erék hatasara eldszor reverzibilisen, majd
irreverzibilisen kotddnek a feliilethez. Ezutan a sejtek osztodni kezdenek, a biofilm elkezd
fejlodni, végiil elérve a maximalis sejtszamot, baktériumok vélnak ki és 1) feliilethez
tapadva elkezdik az 0j biofilm kialakitasat (Busscher és van der Mei, 2012; Garrett és
mtsi., 2008; Gupta és mtsi., 2016; Hori és Matsumoto, 2010; Petrova és Sauer, 2012;

Sanchez-Vizuete és mitsi., 2015).

2. abra. Biofilm képzddés folyamata (Monroe, 2007). 1: sejtek megtapadasa; 2:
mikrokolonidk képzése; 3: fiatal, éretlen biofilm; 4: érett biofilm; 5: sejtek kirajzasa.
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A megtapadas és biofilmképzés lassu folyamat, a milliméteres vastagsagot tobb
nap/hét alatt éri el optimalis kornyezetben (Kumar és Anand, 1998).

A kezdeti tapadas fiigg a sejt és a feliilet fizikokémiai tulajdonsagaitol (pl. toltés,
hidrofobicitas, feliileti érdesség), a hdmérséklettdl, a pH-tol, a feliileten 1év6 szennyezd- és
tapanyagforrasoktol, a baktérium feliileti képzédményeitdl (csillo, ostor) és a feliileti
fehérjékt6l is, ugyanis S. aureus esetén megallapitottak, hogy az ugynevezett
biofilmképzéshez sziikséges fehérjék (BAP) jelenléte elengedhetetlen a biofilm
kialakitasahoz (Palmer és mtsi., 2007; Casarin és mtsi., 2014; Shi és Zhu, 2009; Srey ¢és
mtsi., 2013; Tuson és Weibel, 2013; Van Houdt és Michiels, 2010). A tapadasi képesség
egy nemzetségen beliil is valtozd, szerovariansoknal eltérhet, emellett fiigg attdl is, hogy
mas baktériumok vannak-e a kornyezetben (Li és McLandsborough, 1999). A ,curli”
tapadasi csilloval rendelkez6 E. coli térzsek hamarabb tapadnak meg a feliileten, mint az
ilyennel nem rendelkezék (Goulter és mtsi., 2009). L. monocytogenes kezdeti tapadasat
erdsitheti, ha a Pseudomonas nemzetségbdl szarmazod baktériumok is vannak a feliileten
(Giaouris és mitsi., 2015). Ezzel szemben a B. subtilis norspermidén poliamint termel, mely
megakadalyozza az E. coli és a S. aureus biofilmképzését; a Bacillus nemzetség egy masik
tagja (B. cereus) pedig D-aminosavakat termel, melyek a sejtek szétszorodasat, a
biofilmképzés gatlasat okozhatjak a nemzetségen beliili és idegen fajok esetén is (Giaouris
és mtsi., 2014). A feliilethez valé tapaddsnal meghatdrozé er6k a Van der Walls,
elektrosztatikus, intermolekularis és a DLVO elméletben szerepld kolcsonhatasok
(Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) (Van Houdt és Michiels, 2010; Garrett és mtsi.,
2008). A feliilethez vald kapcsolodaskor még a sejtek tapadasa visszafordithatd, barmikor
le tudnak valni a feliiletrél, a morfologiai valtozdsok még nem torténtek meg és
visszatérhetnek a planktonikus allapotba. A sejtek még képesek ostor altal irdnyitott
mozgasra vagy csuszasra a feliileten.

Az ostor altal indukalt mozgas fontos az abiotikus feliilet és a baktérium kozott
kialakul6 taszitd erd legy6zésében. A kiils6 membranfehérjék és a csillok hozzajarulnak a
biztosabb, stabilabb megtapadashoz (Prakash és mitsi., 2003). A mozgékonyabb sejtek
nagyobb szamban tapadnak meg €s aramlas mellett is képesek a feliilethez kotddni. E. coli,
L. monocytogenes ¢és B. cereus esetén az ostor altali mozgéds sziikséges a kezdeti
megtapadashoz, mig B. subtilis esetén erre nincs sziikség (Abee és mitsi., 2011; Dourou és
mtsi., 2011). A tapadasi csillok nagy mennyiségii hidrofob aminosavat tartalmaznak és

részt vesznek a hidroféb felilleteken kialakulé hidrofob-hidrofob  kolesdnhatasok
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kialakitasaban (Prakash ¢és mitsi., 2003). L. monocytogenes esetén a hidrofobicitas
er6sddhet a hdmérséklet emelésével (Di Bonaventura és mtsi., 2008).

Az endosporak hamarabb tapadnak meg a feliileten, mert a vegetativ sejteknél
nagyobb a hidrofobicitasuk. Nagy feliileti érdesség esetén konnyebben tapadnak meg a
baktériumok a feliileten, mivel kisebb a nyirderd. A legerdsebb tapadas a fa feliileten
érhetd el a porozitds és a megkotd képesség miatt (Shi és Zhu, 2009). A fat hasznaljak
tradicionalis termékek eldallitasa soran, mint példaul hordoként a bor, ecet és olivaolaj
tarolasara; dobozként zdldségek, gyilimolcsok esetén; fiistolokben; sajtformaként és a
héztartasokban vagodeszkaként (Aviat és mtsi., 2016). Altalanossagban elmondhat6, hogy
hidrofob feliilethez (teflon, miianyag) jobban tapadhatnak a sejtek, mint a hidrofilhez
(iiveg, fém) (Prakash és mtsi., 2003; Goulter és mtsi., 2009). Ezzel szemben Shi és Zhu
(2009) tanulmanya szerint a fémhez hamarabb kotédtek a sejtek, mint a mtianyaghoz.
Dourou és munkatarsai (2011) kisérletiik soran azt tapasztaltak, hogy nem volt kiilonbség a
mianyaghoz és a fémhez vald tapadas kozott. Egyontetli allasfoglalas nincs ezen a téren,
igy a hidrofobicitds mas tényezokkel egyiittesen hathat. Az elektropolirozott fémhez
kevésbé tudnak tapadni a sejtek, mint a polirozatlan vagy homokkal egyenletesitett fémhez
(Arnold és Bailey, 2000). A berendezések kialakitdsa sordn alkalmazott hegesztések,
sarkok, kotések is befolyasolhatjak a baktériumok megtapadasat.

A feliileten 1év6 €lelmiszermaradék is erdsitheti a tapadast €s a biofilm fejlédést, de
a tdpanyag mennyisége ¢s milyensége negativan is befolyasolhatja a tapadast (Shi és Zhu,
2009). Palmer és munkatarsai (2007) azt a hipotézist kozolték, hogy a kazein és B-
laktoglobulin jelenléte esetén a L. monocytogenes ¢és a Salmonella Thyphimurium
Kitapadasa gyengiilt rozsdamentes acél feliilethez. A szénhidrat anyagcsere is Szerepet
jatszik egyes baktériumok biofilmképzésében, a gliikoz ugyanis kis mennyiségben kedvez
a Gram-pozitiv baktériumok tapadasanak és a biofilm fejlédésének (Srey és mtsi., 2013). A
kornyezet hémérséklete is befolyasolhatja a tapadast, E. coli esetében igazoltak, hogy
jobban tud a milanyagon kitapadni 30 °C-on, mint 37 °C-on (Shi és Zhu, 2009). Ezzel
szemben L. monocytogenes esetén megallapitottak, hogy minél magasabb volt a
hémérséklet, annal jelentdsebb biofilmet képzett (Di Bonaventura és mtsi., 2008). Garrett
¢és munkatarsai (2008) azt a felfedezést tették, hogy néhany baktérium 35 °C-on csupan egy
ostorral rendelkezett, ezzel szemben 21 °C-on mar 2-3 ostort is fejlesztett. 20 °C-on a
Pseudomonas fajokbol allo tenyészet gomba alakt biofilmet képzett, mig 30-37 °C-on mar
lapos biofilmet alakitottak ki (Phillips, 2016). A kiils6 kdrnyezeti hatasok kozil a pH is

fontos szerepet jatszik, kisebb valtozasahoz azonban a baktériumok még képesek
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hozzaszokni (Garrett és mitsi., 2008). Altaldban a baktériumok negativ toltésiick pH 5-7
esetén az aminocsoportok karboxil és foszfat vegyiiletei miatt (Palmer és mtsi., 2007). A
kezdeti megtapadasi allapotban egy Oblitéssel is lemoshatoak a feliiletrdl a sejtek (Srey és
mtsi., 2013).

A kovetkezd tapadasi fazisban mar ujabb erék 1épnek fel (kovalens-, és
hidrogénkotések, hidrofob kolesonhatasok) a feliilet és a baktérium kozott, mely hatasara a
tapadas mar visszafordithatatlan lesz és a megtapadt sejtek eltavolitdsahoz mar valamilyen
kémiai (takaritdszer, enzim) vagy fizikai behatas kell (strolas) (Palmer és mtsi., 2007; Srey
¢és mtsi., 2013).

Az irreverzibilis tapadas utan a sejtek elkezdenek extracellularis polimer anyagot
(EPS) termelni (Srey ¢és mtsi., 2013). Az EPS-ben 1év6 poliszacharidok és proteinek
meghatarozzak a biofilm mechanikus stabilitdsat. A lipidek és nukleinsavak pedig
befolyasoljak a biofilm reologidjat és a stabilitasat is (Simoes €s mtsi., 2010). Az EPS védi
a sejteket a biofilmben. A biofilmnek tobb mint 90%-a EPS (Flemming és Wingender,
2010), ami ioncserélé gyantaként mikodik, igy képes megkotni a nagy molekulaja
antibiotikus molekulakat, és a jelenlévé enzimek lebontjak a béta-laktam tipush
antibiotikumokat. Prakash és munkatarsai (2003) megallapitottak, hogy a P. aeruginosa
32-szer tobb béta-laktamaz enzimet termel biofilmben, mint szabad sejtként. A kiilonb6zo
antimikrobidlis szerek, fert6tlenitdszerek deaktivalasa gyorsabban megy végbe a kiilsd
rétegekben, mint ahogy azok elérnének a belsd rétegekhez (Prakash és mtsi., 2003;
Satpathy és mtsi., 2016). A biofilm fejlédése soran egyre tobb sejt kapcsolodik a matrixhoz
¢és termel EPS-t (Srey és mitsi., 2013), melynek a termelése né a biofilm koraval. Ehhez
kothetd, hogy az EPS és a liposzacharidok miatt a Gram-pozitiv baktériumok a hidrofil
feliilethez tapadhatnak inkabb, mig a tapadasi csillokkal rendelkezé mikrobak inkabb a
hidroféb feliilethez (Prakash és mtsi., 2003). A fejlédés soran kialakul a biofilm alakja
(lapos, gomba alaku vagy elteriil6), mely a tapanyagforrastdl is fiigg (Srey és mitsi., 2013).
A biofilmben mar egyes gének kifejezodése is megvaltozhat, példaul a flagellin fehérje
(tapadasi csillokért felelds) termelése ledll (Shi és Zhu, 2009), kiils6 membranfehérjék
mennyisége lecsokken (Goulter és mtsi., 2009) és a fehérjék mennyisége és tipusa IS
megvaltozik (Garrett és mtsi., 2008).

A biofilm érése addig folytatodik, amig el nem éri a kritikus sejtszdmot, mely utan
baktériumok valnak ki a matrixbol és uj feliiletet keresnek, ahol meg tudnak tapadni. A
folyamatot indukalhatja enzimatikus bomlas is, az EPS termelés csokkenése vagy a

feliiletkoto fehérjék csokkenése. Az is okozhatja a biofilmbdl térténd kivalast, ha a kiilsé
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kornyezet nem megfeleld, kevés a tapanyag, ezért a baktériumok ¢éheznek (Srey és mtsi.,

2013).

3.4. Bakterialis biofilmek

Az els6 biofilmmel kapcsolatos feljegyzés a 17. szazad végérél (1684)
Leeuwenhoek-t6]l szarmazik, aki kezdetleges mikroszkoppal vizsgalt fogakat, melyek
feliiletén kolonidkba rendez0dott baktériumokat talalt. Az 1920-as években hajok feliiletén,
majd az 1980-as években mar ipari kornyezetben is azonositottak biofilmeket
(szennyviztisztitok,  ecetgyartdé  berendezések,  élelmiszeripari  gépek),  majd
implantatumokon ¢és katétereken is (Garrett és mtsi., 2008; Shi és Zhu, 2009). A biofilm
kifejezésnek tobb definicidja is létezik, Osszességében a mikroorganizmusok altal
kiilonboz6 felilleteken alkotott halmazt tekintjiik biofilmnek, ahol a sejteket egy hidratalt
EPS anyag veszi korbe (Flemming és Wingender, 2010; Giaouris és mtsi., 2015; Kumar és
Anand, 1998; Sanchez-Vizuete és mtsi., 2015; Shi és Zhu, 2009; Srey ¢és mtsi., 2013, Van
Houdt és Michiels, 2010).

Az élelmiszer eredetli megbetegedések gyakoriak mind a fejlett, mind a fejl6do
orszagokban. Szamos fert6zés kitorésének hatterében a bakterialis biofilmek kialakulasat
¢és ezekben a sejtek ellenalloképességét emlitik (Listeria, Staphylococcus, Campylobacter,
Salmonella spp., E. coli) (Simdes ¢és mtsi.,, 2010; Van Houdt és Michiels, 2010). A
biofilmben a sejtek akar ezerszer ellenallobbak lehetnek, mint a szabad sejtek (Phillips,
2016), mert az EPS védi a sejteket a kiils6 karos tényezoktél (pl. UV fény,
fertdtlenitdszerek, antibiotikumok, sugarzés, kiszaradés) (Flemming és Wingender, 2010;
Prakash ¢és mitsi., 2003; Van Houdt és Michiels, 2010). A rezisztencia hatterében tobb
mechanizmus allhat: mutaciok kialakulasa, efflux pumpa mikodése, célhely
megvaltoztatasa vagy a célmolekula tultermelése, enzimek termelése, melyek lebontjak az
adott szert (Davidson és Harrison, 2002; Phillips, 2016). Az egyes szereknek az EPS
védorétegen keresztiil kell atjutnia és el6fordul, hogy hamarabb aktivitasukat veszitik, mint
ahogy a célhelyre érnének (Prakash és mtsi., 2003; Satpathy és mtsi., 2016). A biofilm als6
rétegeiben a korilmények megvaltoznak, ezaltal mikroaerofil kozeg alakulhat ki. A
savtermelés kovetkeztében a pH valtozik és egyes antibiotikumok (pl. aminoglikozidok)
ilyen koriilmények kozott hatastalanok lehetnek, ami szintén a rezisztencia kialakulasat

eredményezi (Satpathy és mtsi., 2016; Gupta és mtsi., 2016).
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3.4.1. Vegyes populaciéju biofilmek

A legtobb esetben egy biofilmben tobb baktérium faj talalhato, ezek aranya fligg
attol, hogy hol helyezkednek el a biofilmben, illetve az egymas kozott kialakulo
kolcsonhatasoktol is. Egyes baktériumok képesek hasznos anyagokat termelni mas
baktériumok szamara, melyek segitik ket a megtapadasban ¢és az egyiittélésben, mig mas
esetekben képesek egymassal harcolni a tapanyagért, oxigénért vagy pedig olyan
enzimeket termelnek, melyek a masikra biocidként hatnak (Elias és Banin, 2012; Giaouris
ellenallobbak, mint a monofaji képzédmények (Gomes és mtsi., 2016; Kumar és Anand,
1998; Lebert és mitsi., 2007; Sanchez-Vizuete és mtsi., 2015). Heterogén Osszetételii
koloniak is megtalalhatoak kiilonféle feliileten (fa, miianyag, fém, gumi, liveg) (Aviat és
mtsi., 2016; Kumar és Anand, 1998; Prakash és mtsi., 2003; Simdes és mtsi., 2010).
Kilonboz6 oxigénigényii baktériumok (pl. anaerobok és aerobok) szintén képesek
egyiittélni, az anaerobok tobbnyire a biofilm belsejében talalhatéak (Stewart és Franklin,
2008).

Fernandes és munkatarsai (2015) Enterococcus faecalis-t vagy E. faecium-ot és L.
monocytogenes kevertek Ossze, és azt tapasztaltak, hogy a két baktérium tudott egymas
mellett szaporodni. Egy tanulmany szerint a P. putida az EPS termelés kozben
megvaltoztatja a feliilet tulajdonsagait, mely kedvezden hat a L. monocytogenes biofilm
képzésére is. Ennek a hasznos egyiittélésnek koszonhet6en a P. putida is kedvezé feltételek
kozé keriil, mivel n6 a benzalkonium-kloriddal szembeni tolerancidja (Giaouris és mtsi.,
2015). Egy masik kisérletben, ahol B. cereus és P. fluorescens kozos biofilmet alakitott ki,
a baktériumok kolcsondsen noveltek egymas ellenallasat klor-dioxidra és glutaraldehid
fragi, E. coli, S. aureus, L. monocytogenes) egy nap utan a baktériumok erdteljesen
szaporodtak, kivéve a S. aureus-t, ahol a sejtszam stagnalt (Lebert és mtsi., 2007). Hasonlo
eredményre jutottak Rendueles és Ghigo (2012), ahol az E. coli és a S. aureus versengése
kovetkeztében olyan anyag termelddott, mely hatasara a S. aureus a biofilmben nem tudott
szaporodni. Giaouris és munkatarsai (2015) szeirnt a S. aureus és a L. monocytogenes,
illetve a S. aureus és a P. aeruginosa semleges hatast gyakoroltak egymasra a biofilmben,
ugyanakkor Sanchez-Vizuete és munkatarsai (2015) szerint a S. aureus virulencigja
novekedett P. aeruginosa jelenlétében és a B. subtilis is kevésbé volt érzékeny a

perecetsavra a S. aureus-szal alkotott biofilmben (Reder és mtsi., 2016). Salmonella,
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Lactobacillus, Pseudomonas, Listeria nemzetségekhez tartozo baktériumok egymassal
torténd keverése soran a Salmonella sejtek szama alacsonyabb volt a biofilmben az egyfajt

Salmonella spp. biofilmben tapasztaltakhoz képest (Chorianopoulos és mtsi., 2008).

3.4.2. Biofilmek az élelmiszeriparban

A Dbiofilmek az élelmiszeriparban higiéniai és technologiai problémakat is
okozhatnak (Kumar ¢és Anand, 1998). Higiéniai probléma esetén a termék
mikroorganizmusokkal szennyezédik; ha ennek mértéke eléri vagy meghaladja a
jogszabalyban eldirtakat, akkor egészségiigyi kockézatot jelent a termék elfogyasztasa.
Egyes baktériumok a melléktermékeikkel a termék érzékszervi tulajdonsagaira
kedvezétleniil hathatnak (szin, iz, allomany) (4/1998 EiM; 2073/2005 EK; WHO, 2006).
Jelenleg az élelmiszer eredetii betegségek elkeriilésére még nincs lehetdség, mivel az egész
vilagot ativeli az élelmiszerlanc (egyre messzebb torténik a szallitds) és nincs olyan
hatékony megoldas, mely a veszélyes mikrobakat megdli, de az élelmiszerekben nem
okozna kedvezétlen elvaltozasokat (WHO, 2015).

A z06ldségek és gyiimolesok feldolgozasa esetén a termékeket mossak, majd
csomagoljak. A mosovizbe 1évé fertétlenitészer elpusztitja a feliileten 1évé mikrobakat,
hogy azok a késdbbi munkafolyamatoknal ne jelentsenek kockazatot. Ugyanakkor a
szennyezett csomagoloanyagok is Kkeresztszennyezhetik a mikrobiologiailag megfeleld
mindségl termékeket, ez allt a 2011-es L. monocytogenes jarvany hatterében is (Srey és
mtsi., 2013). A friss zoldségek a nagy vizaktivitasuk és tapanyagtartalmuk miatt is
segithetik a mikrobak megtapadasat, mivel a feldolgozasuk soran elveszithetik a
természetes védorétegiiket (Gutierrez és mtsi., 2009). Egyes zoldségek szdveteiben 12
mikrométer mélyen is izolaltak baktériumokat. Kimutattak, hogy a biofilmek ellen sem a
klor vagy szerves savakkal torténd zoldségmosas, sem az oOzonkezelés nem hatott
megfeleléen. Gutierrez és munkatarsai (2009) kisérletében példaul az E. coli sejtek
képesek voltak retekcsiran tilélni 20000 ppm klortartalmu vizes mosast iS. A minimalisan
feldolgozott zoldségek esetén az Enterobacteriaceae csalad képvisel6i mellett jellemzo a
Pseudomonadaceae csaladba tartozo baktérium fajok jelenléte is (Gutierrez és mitsi., 2009).
Nagyon jelentds a fogyasztasra kész élelmiszerek szennyezddése is. Mar tobbszor izolaltak
L. monocytogenes-t hiitést igénylé RTE ¢lelmiszerekrdl (Srey és mtsi., 2013).

Tejipari termékek esetében az Enterobacter, Listeria, Streptococcus, Micrococcus,
Pseudomonas ¢és Bacillus nemzetségek jelenthetnek veszélyt. A tejtermék csomagolo

berendezésben, illetve a pasztérozé gép utani csovekben is mutattak ki biofilmeket
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(Simdes és mitsi., 2010; Srey és mtsi., 2013), melynek hatterében az allhat, hogy a lassan
novekvé populacié képes alkalmazkodni a tejiparban hasznalatos zart rendszerii
fertdtlenitési modszerhez.

Hal- és hustermékek esetén is kockazatot jelentenek a baktériumok (Bajpai és Baek,
2016; Srey és mtsi., 2013), de e termékek a haztartasokban altaldban hékezelésen esnek at.
Ha az iizemre specifikus Jo Higiéniai Gyakorlat eldirasait betartjadk a gyartds soran, a
termékek az el6irasoknak megfeleléek és a hiitélanc megfeleléen biztositott, akkor az
esetleges élelmiszer eredetli megbetegedések a helytelen konyhai technoldogia miatt
kovetkezhetnek be (Kusumaningrum és mitsi., 2003; Srey és mitsi., 2013). Ezen termékek
esetén a kovetkezd baktériumok fordulnak el leggyakrabban: E. coli, Listeria, Salmonella,
Pseudomonas, Aeromonas ¢s Campylobacter spp. (Srey és mtsi., 2013). A konyhaban a
keresztszennyezést okozhatjdk a konyharuhdk, szivacsok és a nem megfelelen tisztitott
eszk6zok (Kusumaningrum és mtsi., 2003). A vendéglatoi eldirasoknak megfeleléen kiilon
eszkozoket kell alkalmazni a hus és a zoldség, illetve a nyers ¢és a kész ételek kezeléséhez
(Utmutatdo A Vendéglatas és Etkeztetés Jo Higiéniai Gyakorlatahoz, 2012; WHO, 2006).
Otthoni haztartasok esetén az az ajanlas, hogy ha nem megoldhaté a kiilon eszkdzok
hasznalata, akkor az eszk6zoket a nyers és a kész ételek (pl. kezeletlen csirkemell és salata)
kozott  ferttlenitsiik, igy csokkenteni tudjuk a kiilonb6z6 bakteridlis eredetii
megbetegedések kockazatat (Goh és mtsi., 2014).

A biofilmek a higiéniai problémak mellett gyakran technoldgiai problémakat is
okoznak, példaul a biofilmek képesek a membranok eltomitésével a sziirés hatékonysagat
csokkenteni. A csérendszerekben az aramlast iS csokkenthetik, igy a hdcseréld
berendezések hatasfoka is csokkenhet. A biofilmekben szulfat felhasznalas és savtermelés
torténik, ami elésegitheti a fém feliiletek korrézidjat is (Kumar és Anand, 1998; Satpathy

és mtsi., 2016; Simdes és mtsi., 2010).

3.4.3. Biofilmek elleni védekezés és megsziintetés

A biofilmek elleni védekezés soran az elsé és legfontosabb, hogy megakadalyozzuk
a kialakuldsukat. Ennek érdekében a Jo Higiéniai Gyakorlat eldirasait be kell tartani,
tartatni és megfeleld alapanyagokat és berendezéseket kell hasznalni.

A kialakult biofilmek ellen kémiai szerekkel és fizikai behatasokkal lehet
védekezni, illetve azokat megsziintetni. A biofilmek ellen a kémiai szerek koziil a natrium-
hipoklorit a leghatékonyabb, amely alacsony pH-n alkalmazva fejti ki hatasat leginkabb.

Hat szazalék natrium-hipoklorit oldat képes volt az E. feacalis biofilm eltiintetésére.
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Tizenot perces hatoidével az 5%-0s hidrogén-peroxid is megsziintette a biofilmet, de a
perecetsav alapu fert6tlenitészert 15%-0s mennyiségben kellett alkalmazni (Srey és mtsi.,
2013). Ezzel ellentétben a hidrogén-peroxid alapt fert6tlenitészer hatastalan volt L.
monocytogenes biofilm ellen, és kimutattak, hogy a baktérium rezisztens a kvaterner
ammonium alapu fertdtlenitOszerre is. A kozonséges lug alapu Easyclean fertdtlenitOszer
¢s a sav alapti Ambersan takaritoszer csak egy nagysagrenddel csokkententette a S. aureus
és a P. aeruginosa biofilmek sejtszamat (Shi és Zhu, 2009). A Listeria, a Pseudomonas és
a Staphylococcus fajok kevésbé érzékenyek a benzalkoénium-kloridra, mig a B. subtilis a
glutaraldehidre (Gomes és mtsi., 2016). A biofilmek megsziintetéséhez sok tényezét kell
figyelembe venni, példaul a feliilet fajtajat, hatoidot, a homérsékletet, és hogy milyen
mikroorganizmusok lehetnek az adott feliileten. Aktiv klor esetén szazszor nagyobb
koncentraciot kell alkalmazni biofilmek (Pseudomonas, Staphylococcus, Listeria spp.)
ellen, mint szabad sejtek esetén (Van Houdt és Michiels, 2010). A biocidek kevésbé
(Otter és mtsi., 2015).

A fogyasztok korében egyre kedveltebbek a kornyezetkiméld, tigynevezett zo6ld
megoldasok, mint példdul az enzimek (amildz, nizin, protedz, tripszin) és ndvényi
kivonatok  (hagymakivonat, illdolajok, novényi szaritmanyok) hasznalata a
ferttlenitdszerekben. A biologiai megoldasok ko6zé tartozik a fagok hasznalata, amelyek
hatranya, hogy egy célfajon hatnak csak, igy nem alkalmasak a vegyes tenyészetii
biofilmek elleni védekezésre (Phillips, 2016; Satpathy és mitsi., 2016; Srey és mtsi., 2013).
A kémiai szerekkel szembeni rezisztencia névekedése miatt egyre tobbszor alkalmaznak
illoolajokat a baktériumok elleni védekezéshen (Gomes és mtsi.,, 2016). Rhoades és
munkatarsai (2013) kisérletiikben 3 kiilonboz6 feliilettakaritasi modot hasonlitottak Gssze
(vizes rongy, kozonséges szappan, oregano illdolajat tartalmazo szappan), melyek koziil a
hozzaadott illdolajat tartalmazo szappannal sikeriilt a legtobb baktériumot eltavolitani a
felilletr6l. Egy masik kutatasban 240 oras Salmonella enterica biofilmet tartalmazo
fémlapokat fertétlenitettek borsmenta és citromfii illéolajos oldattal, és mar 20 perc utan
sikerlilt a feliiletrl eltavolitani a baktérium telepeket (Valeriano és mtsi.,, 2012). A
citronella (Cymbopogon nardus) illoolaj 60 perces kezelés utan a L. monocytogenes
biofilm 94%-at elpusztitotta (de Oliveira és mtsi., 2010). Egy masik kisérletben a fahéj,
kakukkfli és oregand illoolajok mar 0,031%-0s koncentracioban képesek voltak

megakadalyozni a bakterialis biofilmek kialakulasat (Szczepanski és Lipski, 2014). Vegyes

crer
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a 2%-os Satureja tymbra (borsikafii) oldat is hatasosnak bizonyult, de teljesen nem tudta
elpusztitani a sejteket a biofilmben (Lebert és mtsi., 2007). Desai és munkatarsai (2012) 24
oras L. monocytogenes biofilmen tortén6 hatas alapjan a kovetkez6 rangsort allitottak fel: a
leghatékonyabb a kakukkfii és az oregané illoolaj volt (0,5%-0s mennyiségben), ezutan
kovetkezett a babér és a fahéj, majd a kiillonb6zo citrusfélék (citrom, narancs), amelyek
koziil a tangerin volt a legkevésbé hatasos. Az illoolajok amellett, hogy kornyezetbarat
védekezést biztositanak, olyan szempontbdl is elonydsek, hogy kevésbé valoszinli a
rezisztencia kifejlédése, mivel tobb, kiillonboz6 hatasponti komponensbdl allnak. Emellett
széles hatasspektrummal rendelkeznek (Sieniawska és mitsi., 2013).

A biofilmek elleni fizikai védekezési modszerek kozé tartozik a szupermagneses
tér, ultrahang technologia és a pulzalé elektromos térerd alkalmazasa. E technoldgiak
hatranya, hogy alkalmazasuk nem minden esetben Kivitelezhetd (élelmiszeripari nagy
berendezések, széllitoszalag) (Kumar és Anand, 1998). A leghatdsosabb ¢és
legkiméletesebb eljaras a Hurdle-technologia, mely soran tobb mikrobagatlo/pusztito
eljarast alkalmaznak egyiitt, ami lehetévé teszi, hogy a kolcsonhatasok miatt az egyes
eljarasok mértékét csokkentsiik (Satpathy és mtsi., 2016; Srey és mtsi., 2013). Erre példa
Simdes ¢és munkatarsai (2010) kisérlete, amelyben rozsdamentes acél feliileten 1év6 E. coli
biofilmet enzim és ultrahang egyiittes alkalmazasaval 10 masodperc alatt 61-93%-0s
hatékonysaggal tavolitottak el. Egyre jobban elterjed az antibiotikus feliiletek alkalmazasa
is, mely soran a feliilletet egy antimikrobialis szerrel vonjak be (eziist, kalcium-karbonat,
nano-plazma tirmetil-szilan, szilan xerogél) vagy pedig valtoztatjak a feliilet bizonyos
tulajdonsagait (érdesség, toltés, hidrofobicitas). Minél egyenletesebb ugyanis egy feliilet és
minél hidrofilebb, annal kevésbé tapadnak meg rajta a sejtek (Arnold és Bailey, 2000;
Satpathy és mtsi., 2016; Srey és mtsi., 2013).

A biofilmek kialakulasanak azonban pozitiv hatasa is lehet. Jelentds szerepiik van a
biodegradacioban a toxikus, illetve karos anyagok lebontéasa révén. Szennyviztisztitasban a
bioldgiai fazisban alkalmazott baktériumok egy része szintén biofilm forméaban van jelen,
illetve megemlithetd, hogy az élelmiszeriparban hasznalnak olyan fermentéaciokat, ahol a
mikroorganizmusok ellendrzott koriilmények kozott biofilm formaban miikodnek (Kumar
€s Anand, 1998).
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4. Célkitiizések

Az élelmiszeriparban egyre nagyobb gondot okoz a kiilonb6z6 hatdéanyagokkal
szemben kialakuld bakterialis rezisztencia. A baktériumok érzékenységének csokkenése
révén az élelmiszer eredetli megbetegedések kockazata is novekszik. Emiatt el6térbe kertilt
az olyan 1j, lehetéség szerint természetes eredetii antimikrobialis anyagok keresése ¢és
vizsgalata, amelyek az ¢élelmiszeriparban is felhasznalhatok. Ilyen természetes
hatoanyagok lehetnek az illoolajok, melyek koziil néhadnyat mar tartositoszerként
alkalmaznak az élelmiszeriparban, illetve a népi gyogyaszatban is alkalmazzak Oket

kiilonboz6é megbetegedések kezelésére.

Kutatasunk f6 célkitiizése egy természetes hatoanyagot (illoolajat) tartalmazo
fertotlenitoszer kifejlesztése volt, amely hatékonyan képes gatolni a bakterialis

biofilmek kialakulasat szilard feliileten.
Kutatasi célkitiizéseink a kovetkezok voltak:

1. A kivalasztott illdolajok (boroka-, citrom-, fahéj-, kakukkfii-, majoranna- ¢és
muskotalyzsalya-illoolaj) antimikrobialis hatasanak vizsgalata.

2. Illdolaj keverékek antibakterialis hatdsanak vizsgalata és jellemzése.

3. Illdolajok tapadasgatld hatasanak vizsgalata élelmiszeriparb6l —szarmazo
feliileteken, beleértve a technoldgiai folyamatokra jellemzd varidcidkat (tiszta €s
¢lelmiszermaradvanyt tartalmazo feliiletek).

4. Az illoolajok baktericid kinetikdjdnak meghatarozasa.

5. Illoolajos fertdtlenitdoldat kiilonbozd érettségli biofilmekre gyakorolt hatdsanak
vizsgalata.
biofilmképzés gatlasanak vizsgalata.

7. Természetes alapu fertétlenitészer optimalizalasa €és hatékonysaganak ellendrzése.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Vizsgalt illéolajok és osszetételiik

A kisérletek soran felhasznalt illdolajokat és azok f6 komponenseinek aranyat a 2.

tablazat foglalja 6ssze. Az adatok az Aromax Kft.-t61 szarmaznak.

2. tablazat. Ill6olajok {6 Osszetevdinek szazalékos aranya.

. ; I1160laj

F Osszetevo Boroka  Citrom  Fahéj Kakukkfii Majoranna Muskotalyzsalya
a-pinén 40,7

B3-pinén 36,0 9,5

y-Terpinén 5,6 6,2 19,5

Fahéjaldehid 93,1

Limonén 83,2

Linalil-acetat 84,0
Linalool 51 13,6
p-cimén 18,9 31,7

Terpinén-4-ol 33,6

Timol 51,8

5.2. A vizsgalt baktériumok és tenyésztési koriilményeik

A kisérletek soran felhasznalt baktériumokat a 3. tablazatban lathato

crer

dolgoztunk (friss tenyészetek 1:1 aranya keveréke). A baktériumok a Szegedi
Mikrobioldgiai Torzsgyiijteménybdl (SZMC) szarmaztak.

3. tablazat. A vizsgalt baktériumok azonositoja €s tenyésztési koriilményei.

i . Torzsgylijteményi  Gram szerinti o Tenyésztési
Mikroorganizmusok azonosito besorolas Tapkdzeg hémérséklet (°C)
Bacillus cereus SZMC 0042 pozitiv TGE 30
Bacillus subtilis SZMC 0209 pozitiv TGE 30
Escherichia coli* SZMC 0582 negativ LB 37
Listeria monocytogenes* SZMC 21307 pozitiv TSB 37
Staphylococcus aureus* SZMC 110007 pozitiv LB 37
Staphylococcus aureus SZMC 6270 pozitiv LB 37
(MRSA)

Pseudomonas putida* SZMC 291T negativ LB 25
Vegyes tenyészet - mindkettd LB 30

*Vegyes tenyészet tagjai
TGE: tripton-gliikoz-éleszt6 tapkozeg; LB: Luria-Bertani tapkozeg; TSB: tripton-szdja-
tapkozeg
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A 4. tablazat a kisérletek soran felhasznalt tapoldatokat tartalmazza. Taptalajok

esetén a tapoldatokat 209/l agar-agarral egészitettiik ki.

4. tablazat. A felhasznalt tapkozegek Osszetétele.

Tépoldat Osszetevok
LB 10 g pepton
10 g NaCl
5 g ¢élesztd
TGE 5 g pepton
10 g gliikoz
2,5 g élesztd
TSB/TSA 17 g kazein pepton
3 g szbja pepton
2,5 g glikoz
5 g NaCl
2,5 g KoHPO4
Az adatok 1000 ml tapoldatra vonatkoznak.

Az izolatumok vizsgéalata soran LB tapkozeget hasznaltunk, mig a vegyes

populacios vizsgalatokhoz az LB tapkozeg mellett szelektiv taptalajokat is hasznaltunk (5.

tablazat).

5. tablazat. A kisérletek soran alkalmazott szelektiv taptalajok.
Baktérium Taptalaj
E. coli EMB agar (eozin metilén kék) (Scharlau)

L. monocytogenes PALCAM agar (polimixin-B-szulfat, akriflavin, litium-Kklorid,
ceftazidim, eszkulin, mannitol) (Merck)

P. putida Cetrimid agar (Merck)

S. aureus Baird-Parker agar (Biolab)

5.3. Elelmiszeriparbél izolalt baktériumok

5.3.1. Mintavétel

A mintavétel két kiillonbozd élelmiszeripari szektorba tartozo lizemben valosult
meg: az egyik egy fagyasztott péksiiteményeket gyartod tizem, a masik egy hustermékeket
eléallito tantizem. A mintavétel steril mintavevd palcakkal tortént a szallitoszalagok és a
berendezések feliiletérdl (10 x 10 cm). A levett mintakat steril pepton vizbe helyeztiik és a
lehetd legrovidebb idon beliil a laboratériumba szallitottuk hitott koriilmények kozott,

majd rogton feldolgoztuk.
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5.3.2. Tiszta tenyészetek készitése

A mintakat szélesztéssel oltottuk le LB taptalajra, majd a baktériumokat 37 °C-on
24 oran keresztiil tenyésztettilk. A kiilonallo telepekbdl vett sejteket LB tapoldatba
szuszpendaltuk, majd ismét szélesztettiilk. A morfologiailag kiilonbozo telepeket egyesével

izolaltuk, majd LB tapoldatba oltva tenyésztettiik 37 °C-on (24 h) azonositas céljabol.

5.3.3. Torzsazonositas

Az izolatumok azonositdsdhoz DNS-t tisztitottunk a baktérium telepekbdl, majd a
tisztitott DNS-bdl polimeraz lancreakcidhoz oldatot készitettiink, végiil a kapott terméket

szekvenald laborba kiildtiik és azonositottuk a mikroorganizmust.

DNS tisztitas

A DNS tisztitas soran az eldz6 nap LB tapoldatba leoltott tiszta tenyészetekbdl 1,5
ml-t sejtszuszpenzidt lecentrifugaltunk és DNS-t kivontuk beldle. 0,5 ml LETS puffert (0,1
M LiCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI, pH8, 0,5% SDS) adtunk a DNS kivonathoz és 1
percig kevertettiik. Ezutan 0,5 ml fenol:kloroform:izoamil-alkohol (25:24:1) keverékét is
hozzé pipettdztuk és kevertettilk, ezutdn 10 percen at centrifugdltuk. A felsé fazist
atpipettaztuk egy ujabb Eppendorf csdbe ¢és hozzdadtunk 0,6 ml abszolut etanolt,
Osszekevertiik és 10 percig centrifugaltuk. A feliiliszot ledntottiik, a kitilepedett DNS-t 0,6
ml 70%-o0s etanollal mostuk, majd a beszaritott DNS-t 50 pl steril desztillalt vizben

felszuszpendaltuk.

Polimerdz lancreakcié (PCR)

A 16S rRNS gént kodold szakaszt PCR technikaval felszaporitottuk. A PCR reakciot

az alabbi Gsszetétel szerint végeztik el 25 pl végtérfogatra:

e 2.5 ul puffer (10 x DreamTaq puffer, 20 mM MgCl. tartalmaz, Thermo
Scientific)

e 0,625-0,625 pl EuB8F és 534 R primer (10 x higitas, tomény: 100 uM, Thermo
Scienfic)

e 2.5 ul ANTP mix (2 mM, Fermentas)

e 16,2 ul bidesztillalt viz

e 0,05 ul Taq (10x higitas, DreamTaq DNA polymerase, 500 U, 5 U/ul, Thermo
Scientific)

e 2 ul DNS
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A PCR program az alabbi 1épésekbdl allt:
94 °C 2 perc denaturalas
94°C 30 masodperc denaturalas
51 °C 45 masodperc primer kotodés 30 ciklus
68 °C 1 perc lanchosszabitas

68 °C 10 perc lancelvarras

Az amplifikalasnal alkalmazott primerek az EUB8F (5> AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG3’)ésazb34 R (5 ATT ACC GCG GCT GCT GG 3°) voltak (Thermo Scienfic).

Agardz gélelektroforézis

A nukleinsavak elvalasztasara agardz gélelektroforézist hasznaltunk. Az amplifikalt
mintakat 2%-0s TAE (trisz-acetat-EDTA) agaroz gélen valasztottuk el TEA (40 mM Tris-
ecetsav, pH 7,6; 1 mm Na;EDTA) puffer hasznalata mellett 120 V-on (40-50 perc), majd
etidium-bromidos (10 mg/ml torzsoldat desztillalt vizben oldva) festés utan UV fény alatt
detektaltuk a nukleinsavakat. Az amplifikalt fragmentumokat 100 — 1000 bp nagysagu

molekulasuly markerhez viszonyitottuk.

Szekvenalas

A PCR mintak szekvenalasait a BAYGEN Intézet (Szeged, Hungary) végezte
EuB8F és 534 R primerekkel, majd a mintakhoz tartozo szekvenciak alapjan azonositottuk
a baktériumokat a FinchTV program és az NCBI BLAST (National Center for
Biotechnology Information - Basic Local Alignment Search Tool) internetes adatbazis

alapjan.

5.4. Az illéolajok antibakterialis hatasanak vizsgalata

Az illéolajok minimalis gatld koncentracioinak (MIC) meghatarozasa soran
mikrohigitisos modszert hasznaltunk. Osszemértiink 100 pl 18-20 6rds baktérium
tenyészetet (10° CFU/ml) és 100 pl kiilonboz6 koncentracioju illdolajat 96 lyuka mikrotiter
lemezekben (Costar, USA). A kiindulasi torzskoncentraciéo 200 mg/ml volt, az illdolajokat
a baktériumnak megfeleld tapoldatban (lasd 3. tabldzat) higitottuk 2% Tween 40
segitségével. Az illdolajok végkoncentracidi az alabbiak voltak a mikrotiter lemezekben:
100; 50; 25; 12,5; 6,3; 3,2; 1,6; 0,8; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 mg/ml. Pozitiv kontrollként az
illoolajmentes, de Tween 40-t tartalmaz6, baktériummal inokuldlt tdpoldat, mig negativ

kontrollként és egyben vak mintaként az adott illéolajat és Tween 40-t tartalmazo,
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sejtmentes tapoldat szolgalt. Ezutan a lemezeket a baktériumok szamara optimalis
hémérsékleten 24 o6radig inkubaltuk, majd kétféle modszer segitségével megallapitottuk az
illéolajok MIC értékeit.

Fotometrias mddszer: Tenyésztés utan a szuszpenziok optikai denzitasat (OD) 620
nm-en mértiik spektrofotométer (SPECTROstar mikroplate leolvaso, BMG Labtech)
segitségével. A negativ kontrollok mérésével ki tudtuk kiisz6bolni az illdolajos tapoldatok
zavarossagat, mig a pozitiv kontrollokban tapasztalt baktérium ndvekedést 100%-nak
tekintettiik, ehhez viszonyitottuk az illdolajos tapoldatokban mért OD értékeket. Az egyes
illéolajok MIC értékeinek azt a koncentraciot tekintettiik, ahol 90% vagy afeletti
novekedésgatlast tapasztaltunk.

Rezazurinos festési modszer: Tenyésztés utan a lemezeket 20 pl 0,2%-0s rezazurin
oldattal (Cell Titer-Blue® Reagent, Promega) festettiik meg. A baktériumok oxido-
redukcios folyamataik soran a kék rezazurint rdézsaszin rezorufinna bontjak el. Ebbol
kovetkezéen a MIC értéket annal a legkisebb illoolaj koncentracional hataroztuk meg, ahol
a festék szine még nem valtozott (Sarker és mtsi., 2007). Ezt a modszert akkor
alkalmaztuk, ha az illdolaj hozzaadasa utan a tapoldat annyira zavarossa valt, hogy zavarta
a fotometrids mérés elvégzését, illetve kiértékelését.

Az illoolajok minimalis baktericid koncentracioinak (MBC) meghatarozasahoz 10
ul baktérium szuszpenzidt szélesztettiink a megfeleld taptalajra (lasd 3.-5. tablazat) a MIC
értéket eredményezd, illetve az annal nagyobb koncentraciot tartalmazo lyukakbol (Jett és
mtsi., 1977). Az MBC értéket annal az illéolaj koncentracional hataroztuk meg, ami
teljesen elpusztitotta a tapoldatban a baktériumokat, azaz abbol kioltva nem jelentek meg
telepek a taptalajon.

A tovabbi kisérletek soran azokat az illdolajokat hasznaltuk, melyek MBC értéke
nem haladta meg a 25 mg/ml értéket. Mivel az illoolajok meglehetésen koltségesek, ezért
gazdasagi szempontokat is figyelembe véve az ipari alkalmazas soran a lehetd legkisebb,

de még hatasos koncentracidoban célszerii az alkalmazasuk.

5.5. Az illoolajok kozotti kolcsonhatasok vizsgalata

Az illoolajok kozotti kdlesonhatasok vizsgalatdhoz 3 illoolajat hasznaltunk, melyek
részletezését a 6. tablazat mutatja be. A kisérletek soran a harom ill6olajat minden
lehetséges kombinacioban Osszekevertiik, tehat Osszesen 6 keveréket vizsgaltunk. A
sakktabla moddszerben hasznalt illéolaj koncentraciok a kovetkezOk voltak: a

baktériumokra jellemz6é minimalis gatldé koncentracid, és annak 5 1épcsds felezd higitasa,
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valamint a MIC kétszerese (az esetleges antagonista hatasok észlelése miatt). Az Osszes
lehetséges illdolaj kombindciot 6sszemértiik tigy, hogy a mikrotiter lemez egy sordban az
az oszlopokban a B illoolaj valtozatlan koncentracioja mellett az A illdolaj koncentracioja
véltozott. A 96 lyuki mikrotiter lemezek minden zsebében 100-100 ul 10° CFU/mI
toménységli baktérium szuszpenziot (+2% Tween 40) kevertiink dssze 50+50 pl kiillonbdz6
illetve majoranna ill6olajokkal. A lemezeket 24 oran keresztiil a baktériumoknak
megfelel6 homérsékleten inkubaltuk, majd rezazurinnal valo festés alapjan meghataroztuk
a frakcionalt gatld koncentracio (FIC) értékeket az egyes illdolajokra az alabbi képlet
segitségével.

FICA vagy B = MICA vagy B kombinécisban / MICA vagy B egyediil

Az egyes illoolajok esetén kapott FIC értékek 0sszegébdl meghatiroztuk a
frakcionalt gatld koncentracios indexet (FICI), melynek értékébdl kovetkeztetni lehet az
illoolajok kozotti kolcsonhatas tipusara.

FICI =FICa + FICs

Az értékelés az alabbiak szerint tortént: FICI <0,5 szinergizmus; 0,5 < FICI < 1
additiv hatas; 1 <FICI < 4 indifferens hatas; FICI >4 antagonizmus (Gutierrez és mtsi.,
2009).

6. tablazat. A kolcsonhatasi teszthez hasznalt illoolajok és a f6 komponensek kémiai

tulajdonsagai.
[l160laj F6 komponens Tipus
Kakukkfii Timol Monociklikus monoterpén-fenol
Majoranna Terpinén-4-ol Monociklikus monoterpén-alkohol
Fah¢j Fahéjaldehid Aldehid

5.6. Baktériumok kitapadasi képességének meghatarozasa Kiilonbozé feliilleteken

Az élelmiszeriparban leggyakrabban hasznalt feliiletek a rozsdamentes acél (Arnold
¢és Bailey, 2000) és a kiilonb6zé miianyagok. Munkank soran ezeken a feliileteken
vizsgaltuk a baktériumok Kitapadasi képességét kezeletlen és eldkezelt, illetve szennyezett

feliiletek esetén.
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5.6.1. Feliiletek és elokészitésik

A tapadasi kisérlet soran élelmiszeriparbdl szarmazé miianyag (polipropilén
hablapat, PP) és rozsdamentes acél (mintazo-gép, SS) 2 x 2 cm-es lapokat hasznaltunk. A
lapokat els6 1épésben mosogatoszerrel (Cif) zsirtalanitottuk, desztillalt vizzel ledblitettiik,

megszaritottuk, végiil pedig 121,5 °C-on 25 percig sterilizaltuk.

5.6.2. A baktériumok tapadasa illéolajos kozegben

A steril feliileteket fahéj-, kakukkfii- €és majordnna illdolajat szubletalis
koncentracioban (7. tablazat) tartalmazé 2-3 x 10° CFU/ml téménységii baktérium
szuszpenzioba helyeztiik, amelyet az illdolajok elegyedésének eldsegitése érdekében 1%

Tween 40 oldattal egészitettiink ki.

7. tablazat. A tapadasgatlas soran hasznalt illoolaj koncentraciok (mg/ml).

I1160laj Kakukkfti Majoranna Fah¢j
E. coli 0,8 0,4 0,2
P. putida - 0,8 0,4
B. cereus 1,6 1,6 0,2
B. subtilis 1,6 0,8 0,2
L. monocytogenes 0,8 1,6 0,8
MSSA 0,8 3,2 0,4
MRSA 6,3 0,8 1,6
Vegyes populéacio 6,3 6,3 0,8
Citrobacter sp. 1,6 6,3 0,8
Serratia sp. - 25 1,6
Enterobacter sp. 0,8 12,5 1,6
Escherichia sp. 3,2 25 1,6
Pseudomonas sp. 1,6 25 3,2

A kisérletek soran kontrollként illdolaj-mentes tapoldatot hasznaltunk. A mintakat
négy oran keresztiil inkubaltuk, majd 6ranként eltavolitottunk egy-egy lapkat. A mintavétel
soran a feliileteket steril vizzel ledblitettiik, hogy eltavolitsuk a ki nem tapadt sejteket.
Ezutan a lapkakat fiziologias sooldatba raktuk (9 g/l NaCl) és 5 percen keresztiil
ultrahanggal (SilverCrest Sur 46 B1, Ultrasonic Cleaner, Németorszag; 50 kHz, 50 W)
kezeltiik azokat, annak érdekében, hogy a megtapadt sejteket eltavolitsuk a lapkak
feltiletérél. A lemosott sejteket tartalmazd elegybdl decimalis higitasi sort készitettiink,
majd 100-100 pl-t a baktériumoknak megfeleld taptalajra (lasd 3.-5. tablazat)

szélesztettliink és 24 Oras tenyésztés utan megallapitottuk a Kitapadt €16 sejtszamot.
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5.6.3. Tapadas élelmiszermaradvanyt tartalmazo feliilethez

Az ¢élelmiszeriizemi koriilményeket modellezve kétféle élelmiszert vittiink fel a
feltiletre. A kiolvasztott csirkemell 1¢ a fehérje €s zsirszennyezddés hatasat, mig a
paradicsomlés feliilet a rostok és szénhidratok hatasat modellezte. A paradicsompiirét (S-
budget, 500 ml paradicsompiiré, forgalmazza: Spar Magyarorszag) és az egy hetes
fagyasztas utan kiolvasztott csirkemell (Spar, Magyarorszag) levét is 10%-osra higitottuk.
A pasztérozott paradicsompiirét a csomag aszeptikus felbontasa utan steril desztillalt vizzel
higitottuk. A felolvasztott csirkemellbdl elfolyo levet kuktaban sterileztiik 15 percig, hogy
megakadalyozzuk a csirkehts feliiletérdl a 1ébe bekeriilt baktériumok elszaporodasat.

Az élelmiszerek eldkészitése utan a lapkéakat belemartottuk a higitott oldatokba és
lamindris boxban hagytuk rdszaradni az élelmiszermaradvényokat. A feliileteket az 5.6.2.
fejezetben leirt modon kezeltiik, azaz 2-3 x 10° CFU/mI toménységii sejt szuszpenziot és
kiilonb6z6 koncentracioju illdolajat tartalmazo tapoldatba helyeztiik (lasd 7. tablazat). A
kontroll sejtszuszpenzidoban nem volt illoolaj. Négyoran keresztiil érankénti mintavétellel
meghataroztuk az élelmiszermaradvanyokat tartalmazo feliileteken megtapadt sejtek

szamat.

Csirkemell 1¢é fehérje-, szénhidrat- és zsirtartalmanak meghatarozasa

A fehérje meghatarozas a csirkemell 1ében Biuret modszer (Layne, 1957) szerint
tortént, a teljes szénhidrat tartalom Anthron modszer (Hedge és Hofreiter, 1962)
segitségével, mig a zsirtartalom meghatarozasa a Magyar Szabvany 6830-11:1999 szerint
tortént petroleum éteres kioldas utan. A Biuret-modszer a fehérjék rézionokkal képzett
komplexét méri 540 nm-en. A fehérjekoncentraciot marha szérum albumin kalibracios
egyenes segitségével hataroztuk meg. Az Anthron-modszernél a cukorkomponensek az
Anthron reagenssel kénsavas kozegben zoldes-kék szint adnak, melyet 620 nm-en
mérhetiink. A kalibréaciot gliikdzra végeztiik.

A paradicsompiiré adatai a gyartotdl szarmaznak és 100 g-ra vonatkoznak: fehérje

1,3 g, szénhidrat 5,3 g, zsir 0 g, s6 0,4 g, rost 2 g.

Fehérje kicsapas

Juven és munkatarsai (1994) tanulmanya szerint egyes fehérjék képesek megkdtni
egyes illdolaj komponenseket, igy gyongitik az illoolajok hatdsat. A fehérjék szerepének

vizsgalatahoz a csirkemell 1ébdl és a paradicsomlébodl 5% triklor-ecetsavval kicsaptuk a
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fehérjéket, majd 3000 rpm-en 30 percig centrifugaltuk az elegyet. A fehérjementes

feliiluszokat a mar leirtak szerint hasznaltuk a tapadasgatlas vizsgalatokban.

5.6.4. Illéolajjal bevont feliilethez valé tapadasi képesség vizsgalata

A vizsgélat soran az antimikrobidlis bevonattal ellatott feliiletek mintajara a
polipropilén és rozsdamentes acél feliileteket illdolajos oldattal vontuk be, amit
raszaritottunk egy laminaris boxban. Az illdolajos oldat fiziologias s6oldatot és 1% Tween
40-t tartalmazott, valamint fahéj, majoranna vagy kakukkfii illoolajat MBC/2
koncentracioban, amely baktériumonként eltérd volt. Ezutan 2-3 x 10 CFU/mI baktérium
szuszpenzioba helyeztiik a lapkéakat és a fentebb leirtak alapjan (5.6.2. és 5.6.3. fejezet) 4

ora hosszan keresztiil néztiik a sejtszamot oranként.

5.6.5. DAPI festés tapadas vizsgalat soran

A rozsdamentes acél feliileten megtapadt sejtek megjelenitésére 0,5 pg/ml DAPI
(4',6-diamidin-2'-fenilindol-dihidroklorid) (Sigma Aldrich) festéket hasznaltunk. A festés
elott a feliileteket ledblitettiik steril vizzel, ezutan 10 percig festettilk a mintdkat, majd a
felesleges festéket foszfat pufferrel (8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 1,42 g/l Na2HPOQOg4, 0,24 g/l
KH2PO4) mostuk le. A képalkotas fluoreszcens mikroszkép segitségével tortént (LR
66238C, Carl Zeiss, Axiolab; kamera: AxioCam ERc 5s, Carl Zeiss, Axiolab). A vizsgalt
polipropilén a felvételek készitése soran zavard hatteret adott, ezért ennél a feliiletnél a

festést nem tudtuk alkalmazni.

5.7. 1lléolajok baktericid kinetikajanak meghatarozasa a koncentracio és pH alapjan

Ebben a kisérletben azt vizsgaltuk, hogy az illéolajok kiilonb6zé koncentracioban
¢és pH-an hogyan moédositjak a pusztulasi gorbék meredekségét. Célunk volt a 120 percnél
rovidebb pusztulasi idokhoz tartozd paraméterek megtalalasa. Mivel az illoolajok MBC
értékét 24 ora utan hataroztuk meg, ezért sziikség volt a koncentracio tobbszordzésére
¢és/vagy az oldat kémhatasanak valtoztatdsara. Az irodalmi adatok szerint savas vagy lugos
pH-n az ill6olajok hatékonyabbak. Alacsony pH-n az illoolajok hidroféb jellege erésodik,
konnyebben atjuthatnak a sejtfalon (Burt, 2004).

A beallitott sejtszamu (2-3 x 10% CFU/mI) 18-20 6ras tenyészethez hozzaadtuk az
illoolajat egyszeres és tobbszords MBC koncentracioban. Az illdolaj hozzaadasa eldtt és
utana 5 percenként mintat vettiink és szélesztéssel meghataroztuk az éI6 sejtszamot 120

percen keresztiil. Ezutan vizsgaltuk az illoolajat is tartalmazé baktériumszuszpenzio pH
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valtozasanak (pH 4,5; 8,5) hatasat a baktériumok pusztulasi idejére. A pH beallitast 0,1 N
natrium-hidroxiddal vagy ecetsavval végeztiik. Elokisérletek alapjan a két vizsgalt pH (4,5

¢és 8,5) onmagaban nem okozott sejtpusztulast.

5.8. Biofilmek létrehozasa és eliminalasa

A biofilmeket polipropilén és rozsdamentes acél lapkdkon hoztuk létre. A 18-20
oras baktériumszuszpenzid sejtszamat higitassal 4-5 x 10° CFU/ml-re 4llitottuk be és ebbe
meritettiik bele és hagytuk allni a lapkakat. A higitd folyadék a baktériumnak megfeleld
(lasd 3. tablazat) friss tapoldat volt. A lapkakat 24 vagy 168 oraig hagytuk a
szuszpenzioban, ezalatt a feltapadt sejtekbdl biofilm képzddott. Az inkubaciot kovetden a
lapkakat steril vizzel ledblitettilk a meg nem tapadt sejtek eltavolitasa végett, és fert6tlenitd
oldatba (ill6olaj a megfeleld koncentracioban + 1% Tween 40 tartalmu fiziologias sdoldat)
helyeztiikk. A fertdtlenitdé oldatokban az illdolaj koncentracio az el6zd fejezetben
megallapitott 120 percen beliili pusztulast okozd koncentracié volt. A pusztulasi gorbékrol
leolvasott idék a szabad sejtekre vonatkoztak, igy megduplaztuk azokat a biofilm teljes
eliminalasa érdekében. A kontroll oldat csak fiziologias sooldatot és 1% Tween 40-t
tartalmazott. A megfelelé fert6tlenitési id6 utan a lapkakat eltavolitottuk, ledblitettiik a
feliileteket és 5 perc, 50 KHz-en valo szonikalas utan szélesztéssel meghataroztuk a talélé

sejtszamot.

5.8.1. Biofilmek festése

A kialakult biofilmeket 0,1 mg/ml akridin-narancs oldattal festettiik meg (Pérez
Ibarreche €s mtsi., 2014), a festés ideje 20 perc volt. Ezutdn a lapkdkat leoblitettiik
desztillalt vizzel, majd az akridin-naranccsal festett biofilmekrél fluoreszcens mikroszkop
segitségével felvételeket készitettiink (LR 66238C, Carl Zeiss, Axiolab; kamera: AxioCam
ERc 5s, Carl Zeiss, Axiolab).

5.9. Kevert biofilmek eliminalasa

A vegyes tenyészet tagjait 18-20 oras tenyészetekbodl kevertiik 6ssze 1:1 aranyban
(végsoé sejtszam 8 x 10° CFU/mI). Az elokészitett, steril fa (nyirfa spatula, Romer,
Hollandia), PP, SS, ¢és csempe (Kwadro Ceramica, Magyarorszag) lapkakat belehelyeztiik
a sejtszuszpenzioba. A PP, SS és csempe feliilet elokészitése az 5.6.1. fejezetben leirtak
alapjan tortént, a fa feliiletet nem kellett zsirtalanitani, mivel gyari 0j lapkakat hasznaltunk.
A lapkakat tartalmazo6 szuszpenziokat 30 °C-on 24 és 168 oraig inkubaltuk, majd az 5.6.2.

fejezetben leirtak szerint fert6tlenitettiik, majd meghataroztuk a biofilmben 1évé ¢él6
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sejtszamot szélesztéssel. A vegyes populacid egyes tagjainak meghatirozasara szelektiv
taptalajokat (lasd 5. tablazat) is hasznaltunk az LB taptalaj mellett. Az illoolajos
fertétlenitd oldat hatasat a perecetsav alapu HC-DPE (HungaroChemicals, Magyarorszag)
fertétlenitészerrel hasonlitottuk Gssze. A fertOtlenitOszer alkalmazasanak paramétereit a
gyart6 utasitasai szerint allitottuk be: 0,1%-0s koncentracio és 10 perces fertétlenitési ido.
A fertdtlenitési muiveleteket szobahdmérsékleten (20-23 °C) végeztiik.

Mivel a fa képes magat megszivni nedvességgel, ezért a fa lapkakat csak 10 percig
meritettiik a sejtszuszpenzioba, majd Petri-csészébe tettiik és inkubaltuk 30 °C-on 24 6ra
hosszaig. A 168 oras biofilm képzésnél a lapkakat minden 2. nap 10 percig friss
sejtszuszpenzidba meritettiik. A fa feliiletekkel az otthoni vagodeszka hasznalatat szerettiik
volna modellezni, mely csak hasznalat koézben és mosogatasnal talalkozik tobb

nedvességgel.

5.10. A fertétlenitoszer optimalizalasa

Az optimalis, természetes alapu fertdtlenitdszer kifejlesztéséhez sziikséges volt a
lehet6 legalacsonyabb illoolaj koncentracio és a legrovidebb hat6idé meghatarozasa. A
korabbi kisérletek eredményei alapjan az optimalizalast 24 oras E. coli és L.
monocytogenes egyfaju biofilmek miianyag feliiletr6l, valamint E. coli, L. monocytogenes,
S. aureus és P. putida kevert tenyészetének fa és milanyag feliiletrdl torténd eltavolitasanak
3 paraméteres €s 3 szintes kisérlettervezésével végeztiik (Box-Behnken Response Surface
Design) a Desing Expert 9 programcsomag segitségével. A fiiggetlen valtozok a
koncentracio (A), a hatoid6 (B) és a pH (C) voltak. A valtozok sz¢Elsé értékeit, az elézetes
kisérletek alapjan, mi hataroztuk meg, mig a program generalta a kozépértéket. A
kisérlettervezés paramétereit a 8. tablazat foglalja 0ssze. A kisérlet soran a fliggd valtozo a
talélé sejtszam volt. Célunk volt azon paraméterek megtaldlasa, ahol a feliileteken mar
nem mutathatd ki €16 sejt. A program alapjan egy-egy baktériumra, illetve a vegyes
biofilmre feliiletenként 17 Osszeallitas/illoolaj késziilt, melyekben mar ott voltak a
sziikséges ismétlések is. A kisérlet soran a 24 o6ras biofilmet tartalmaz6 lapkakat a program

cre

oblitést és szonikalast kovetden szélesztéssel meghataroztuk a tuléld sejtszamot.
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A modell egy masodfoku polinomialis egyenletre épiilt:
y = Bo + P1A + B2B + P3C + P11A? + P22B? + B33C? + P12AB + B13AC + P23BC

ahol y a taléld sejtszam; Bo az x tengely metszete; B1, B2, B3 linearis koefficiens; P11, P22, P33
négyzetes koefficiens; P12, P13, P23 interakcios koefficiensek; A, B, C valtozok. A program

az eredményeket az ANOVA statisztikai programmal értékelte.

8. tablazat. A Kisérlettervezés paraméterei.

L I16olaj Kakukkfii Majoranna Fahéj
Baktérium _
Szint -1 0 +1 -1 0 +1 -1 0 +1
E. coli A(mg/ml) 16 32 48 16 32 48 04 08 172
L. monocytogenes A (mg/ml) 63 125 189 63 125 189 16 32 48
B (min) 10 60 110 10 60 110 10 60 110
C 45 6,0 7,5 45 6,0 7,5 45 6,0 75
Vegyes A(mg/ml) 125 5625 100 125 56,25 100 1,6 7,2 125
B (min) 10 20 30 10 20 30 10 20 30
C 4.5 6,0 75 45 6,0 7,5 4,5 6,0 75

A: koncentracio; B: hatoidd; C: pH (B és C adatok az E. coli és L. monocytogenes esetén

megegyeznek).

Az optimalizalas soran kapott statisztikai eredményeket az alabbiak szerint
értékeltiik: ha a szignifikancia p<0,05 alatt volt, a modell alkalmas optimalizalasra; ha a
tobbszoros korrelacios koefficiens (R?: fitness of the model - elfogadhatésagi hatar) 0,9
feletti értékii, akkor az Osszefliggés az eldrejelzett €s a mért értékek kozott megfeleld volt.
Az adequate precision (zavar6é tényezok) 4 feletti értéke azt jelezte, hogy a kapott
diagramok hasznalhatoak optimalizalasra. Ha e paraméterek mindegyike megfelelt, akkor
az optimalizalas sordan kapott, adott illoolaj alapi fertdtlenitdoldatot hasznaltuk a
tovabbiakban.

A kisérlet tovabbi részében az optimalizalt paraméterek alapjan fertOtlenitettiik a
voltak (5.8. fejezet alapjan). Az optimalizalt fertétlenitdszer hatasat dsszehasonlitottuk az
iparban hasznalatos HC-DPE savas fertotlentGszerrel és az egészségiigyben is hasznalatos

Brandolin alkoholos feliiletfert6tlenitd szerrel (Florin Zrt., Szeged; 70% Etanol).

5.11. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok segitségével jol tanulmanyozhatok a

feliiletek, illetve a fertotlenitoszer hatasara a baktériumokon bekovetkezd valtozasok. A
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kisérlet soran milanyag feliileten 1évé biofilmeket vizsgaltunk. A minta eldkészitése a

kovetkezd 1épésekbdl allt:

biofilm képzése a milanyagon (24 és 168 oras) és fertOtlenités

a minta fixalasa: 2,5%-0s glutaraldehidben (0,05 M kakodilat puffer-7,5 pH)
2 orés inkubacio

viztelenités: 50%, 70%, 80%-0s etanolban 2x15 percig, majd 96%-0s
etanolban 90 percig és 100%-0s etanolban 2 ora hosszaig, ezutan t-butil-
alkohol és 100% etanol 1:2; 1:1; 2:1 aranyt keverékében 1-1 6ra hosszaig,
végiil abszolut t-butil-alkoholban 2 éra hosszaig alltak a lapok

liofilizaltuk a mintat a teljes kiszaradas elérése érdekében (kb. 4-6 ora)
minta rogzitése a mintatartora ezlistpaszta segitségével

a mintat arany membrdnnal vontuk be és a Hitachi S4700 pasztazo

elektronmikroszkoppal felvételeket készitettiink.

5.12. Statisztikai analizis

A kiilonbozo kezelések €s az optimalizalds soran kapott eredményeket egyutas

ANOVA programmal (R software, R version 3.1.1) értékeltiik ki, és kozépértékek kozti

kiilonbséget Tukeys teszttel vizsgaltuk. A kiilonbséget szignifikansnak tekintettiik, ha a p-
érték kisebb volt 0,05-nal.
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6. Eredmények és értékelésiik
6.1. Az élelmiszeripari iizemekben izolilt baktériumok azonositasa

Az ¢élelmiszeripari izolaladst, PCR-rel vald felamplifikdlast és baktériumok
szekvencidinak beazonositasat kovetden az alabbi baktériumokat azonositottuk
Pseudomonas sp., Enterobacter sp., Escherichia sp., Citrobacter sp., Serratia sp., melynek
izolalasi helyét a 9. tablazat tartalmazza. A fajszinti meghatarozdsra nem kaptunk
megbizhatd eredményeket, igy csak nemzetség szinten tudtuk meghatarozni az
izolatumokat. A PCR soran kapott génfragmentek 500-600 kilobazispar kozott voltak. A

PCR termékek agar6z gélelektroforézisének eredményét a 3. abra mutatja be.

9. tablazat. Azonositott baktériumok a szdrmazasi feliilet megnevezésével.

Minta kodja  Feliilet megnevezése Baktériumok megnevezése
Vagohid

V1 Fels6palya horog Citrobacter sp. (100%)

V2 Feldolgozo-asztal Serratia sp. (100%)
Péksiitemény gyarto

P1 Tojascso Enterobacter sp. (100%)
P2 Meérleg Escherichia sp. (100 %)
P3 Szallitészalag Pseudomonas sp. (100%)

600 kb

500 kb

Viv2z M Pl P2 P3

3. abra. Az izolalt baktériumok PCR termékei az azonositott baktérium
nemzetségek jelolésével. M-marker, V1 Citrobacter sp., V2 Serratia sp., P1
Enterobacter sp., P2 Escherichia sp., P3 Pseudomonas sp.
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Az azonositott Escherichia, Serratia, Enterobacter és Citrobacter nemzetségekbe
tartozo izolatumok Gram-negativ baktériumok, ezek koziil az Enterobacteriaceae csaladba
tartozo coliformok szinte minden élelmiszert képesek szennyezni és ezaltal betegséget
okozni (Dedk és mtsi., 2006; Guentzel, 1996). A 4/1998 EiM rendelet értelmében a
csomagold anyagokon és a személyi higiénids vizsgalat soran nem lehet jelen

Enterobacteriaceae csaladba tartozo baktérium.

6.2. Az alkalmazott illoolajok MIC és MBC értékeinek meghatarozasa

A kisérletek elején meghataroztuk mikrodilucios kisérletekkel az illoolajok MIC és
MBC értékeit az SZMC torzsgylijteménybdl szarmazo baktériumokon, vegyes tenyészeten
¢s az ¢lelmiszeripari iizemekbdl izolalt baktériumok esetében. Az eredményeket a 10.
tablazatban mutatjuk be. A vizsgalt illdolajok koziil harom illéolaj mutatkozott
igéretesnek, ezek a fahéj-, a majoranna- és kakukkfiiolaj. A fahéj illdolaj esetében kaptuk a
legkisebb MBC értékeket (10. tablazat). Az eredmények Osszehasonlitisa mas kutatasok
eredményeivel nem egyszerii a kiilonb6zé mddszerek és az eltérd illdolaj Gsszetétel miatt.

A legkevésbé hatasos a citrom illoolaj volt, ahol a legtobb esetben a MIC és MBC
értékek 100 mg/ml folé estek (10. tablazat). Desai és munkatarsai (2012) tanulmanya soran
a citrom ill6olaj szintén hatastalannak bizonyult a baktériumok ellen.

A 10. tablazatban jol lathatd, hogy Osszességében az Aaltalunk vizsgalt
baktériumokra is igaz az a teoria, hogy a Gram-negativ baktériumok kevésbé érzékenyek
az illdolajokra, mint a Gram-pozitiv baktériumok. A legérzékenyebb a B. subtilis volt, mig
a P. putida volt a legellenallobb baktérium, mivel az illdolajok tobbsége nem befolyasolta
a novekedését. A két Bacillus faj illoolajokkal szembeni érzékenységében kiilonbséget
tapasztaltunk, melyre magyarazat lehet Anderson és munkatarsai (2005) megallapitasa,

hogy a B. cereus ¢és B. subtilis masképp viselkedik stresszhelyzetben.
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10. tablazat. A vizsgalt illoolajok MIC és MBC értékei (mg/ml).

Moolaj Kakukkfi Majordnna Fahgj “US<09Y" poicka  Citrom
zsélya

Baktériumok a @) 8 @) 8 &) 8 &) 8 &) 8 O 8
torzsgylljteménybél =2 =S =2 S 2 S 2 S =2 S =2 S
E. coli 16 16 16 16 02 04 600 700 6,3 250 >100 >100
P. putida >100 >100 3,2 63 08 08 63 125 >100 >100 >100 >100
B. cereus 16 32 16 32 02 04 63 125 63 6,3 100 >100
B. subtilis 08 16 16 32 04 04 08 16 32 63 32 32
L. monocytogenes 32 63 32 63 08 16 100 >100 125 50,0 >100 >100
MSSA 08 16 32 63 04 08 250 500 32 63 125 >100
MRSA 32 125 32 63 16 32 63 125 32 63 >100 >100

Vegyes populacio 32 125 63 125 0,8 1,6 50,0 >100 >100 >100 100 >100

Iparbol izolalt torzsek

Citrobacter sp. 02 32 32 125 08 16 500 100 500 100 >100 >100
Serratia sp. 100 >100 12,5 50,0 0,8 3,2 50,0 >100 >100 >100 >100 >100
Enterobacter sp. 02 16 16 250 02 32 250 100 100 >100 >100 >100
Escherichia sp. 32 63 125 50,0 0,8 3,2 >100 >100 >100 >100 >100 >100

Pseudomonas sp. 16 32 63 500 04 63 500 100 100 >100 >100 >100

Az iparbol izolalt baktériumok ellenallébbak voltak, mint a torzsgyiijteménybdl
szarmazok. Megfigyeltik, hogy a vegyes tenyészet (E. coli, P. putida, S. aureus, L.
monocytogenes 1:1 aranyban) esetén az illoolajok MBC értékei gyakran azonosak voltak a
legellenallobb baktériumnal tapasztalt MBC értékkel.

Az antibiotikum rezisztens és érzékeny S. aureus torzsek eltéré érzékenységet
mutattak az illoolajok esetén is. Az MRSA rezisztens volt a fahéjolajra és a
kakukkfiiolajra, mig a muskotalyzsalya-olajra igen érzékeny volt, szemben az MSSA-val.
Warnke és munkatarsai (2009) kimutattak, hogy a fahéjolaj egyenléen hatott a két tipusra,
mig a fehér kakukkfiiolaj, a teafaolaj és a citromfiiolaj jobban hatott az MRSA-ra.

A kevésbé vizsgalt boroka illoolaj esetén eredményeink alapjan megallapitottuk,
hogy a Gram-pozitiv baktériumok kevésbé ellenallok vele szemben, mint a Gram-negativ
baktériumok, kivéve a L. monocytogenes-t, ahol a tobbihez képest csak két-harom
nagysagrenddel nagyobb bordkaolaj koncentracio (MIC: 12,5 mg/ml) eredményezett teljes
novekedésgatlast. Rusenova €s Parvanov (2009) kutatdsaik soran a kakukkfii-, majoranna-,
fahéj- és muskotalyzsalya illoolajok koziil a legnagyobb MIC értéket a muskotalyzsalya-
olaj esetén kaptak, mig fahéjolaj alkalmazasakor kaptak a legkisebb MIC értékeket. Ez a
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megallapitas az altalunk vizsgalt baktériumok tobbségére iS igaz, azaz a muskotalyzsalya-
olajra voltak a legkevésbé érzékenyek a citrom illdolaj utan.

Penna és munkatarsai (2001) a perecetsav és a hidrogén-peroxid hatasat vizsgaltak
E. coli és S. aureus baktériumoknal. Ezek a szerek ma is az ipari fert6tlenit6szerek 6
OsszetevOi. A kisérlet soran 2,3 és 4,6 mg/ml perecetsav, illetve 2,5 és 0,94 mg/ml
hidrogén-peroxid alkalmazasa eredményezte a baktériumok elpusztitasat. Az illdolajok
(majoranna, kakukkfii, fahéj) alkalmazasaval kisebb koncentraciokkal tudtuk ugyanezt a
hatast elérni, ez alapjan ezek az illéolajok megfeleld alternativai lehetnek a jelenleg
alkalmazott fert6tlenitészereknek. A boroka-, citrom- és muskotalyzsalya illdolajat

kizartuk a tovabbi vizsgalatainkbdl a magas MBC értékek miatt.

6.3. Az illoolajok kozotti kolcsonhatasok vizsgalata

A MIC ¢értékek megallapitisa utdn a tovabbiakban mar csak a hatékonynak
bizonyul6 fahéj-, kakukkfii- és majordnna illdolajokkal dolgoztunk tovabb. A sakktibla
modszer alapjan vizsgaltuk az illdolajok kozott kialakuld kolcsonhatasok tipusat. Az
eredményeket a 11. tabldzatban mutatjuk be, ezek alapjan elmondhat6é, hogy azon
keverékek bizonyultak hatasosabbnak, melyekben fenolos vegyiilet is talalhato (pl.
kakukkftiolaj), ahol a FICI 1 vagy az alatt volt.

Egyontetli eredményrdl nem lehet beszélni, mivel a baktériumok kiilonb6z6 vélaszt
adtak a keverékekre. Szinergizmust a Bacillus fajoknal és a L. monocytogenes esetén
tapasztaltunk a fahéj-kakukkfii illoolajok és a majoranna-kakukkfii illdolajok kozott, mig
jelentés mértékii indifferens hatast az Enterobacter izolatum esetében. EImondhatjuk, hogy
a torzsgylijteménybdl szarmazd baktériumok esetén az E. coli-n kiviil mindenhol
csokkenteni tudtuk a teljes novekedésgatlast eredményezd illdolajok mennyiségét a
kombinacioban, mig az ipari izolatumok esetén ez nem sikeriilt. Itt is lathatd, hogy
masképp reagalnak az azonos nemzetségbe tartoz6 baktériumok is, mivel az iparbdl izolalt
Escherichia torzs érzékenyebb volt a majorannaolaj-fahéjolaj vagy a kakukkfiiolaj-
fahéjolaj keverékekre, mint a torzsgyijteménybdl szarmazo E. coli. A 11. tablazat adatai
jol tiikrozik, hogy altalanossagban nem csak az egyes illdolajokkal szemben ellenallobbak
a Gram-negativ fajok, hanem az illoolaj keverékekkel szemben is.

Pei és munkatarsai (2009), Bajpai €s munkatarsai (2012) és Bassolé és Juliani
(2012) 6sszefoglaloi is alatamasztja az eredményeinket, miszerint a fahéjaldehid (fahéjolaj)

és timol (kakukkfiiolaj) keveréke esetén érheté el szinergizmus.
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11. tablazat. Az illoolajok kozotti kdlesonhatas vizsgalatok eredményei.

Majorannaolaj- Majorannaolaj-  Kakukkftiolaj-

Baktériumok kakukkfiiolaj fahéjolaj fahéjolaj

FICI FICI FICI
E. coli 1,5 2 5
P. putida - 1,06 -
B.cereus 0,62
B. subtilis 0,62
L. monocytogenes 0,65
MSSA 1 0,75
MRSA 1 1
Vegyes populacio 0,75 1,25
Citrobacter sp. 4 2
Serratia sp. - 1 -
Enterobacter sp. 4 4 4
Escherichia sp. 1,5 1,06 2,25
Pseudomonas sp. 2,06 2,06 4

Roézsaszin kiemelés: szinergizmus (FICI <0,5); sarga kiemelés: additiv hatas (0,5<
FICI <1); nincs kiemelés: indifferens hatas 1< FICI <4; antagonista hatas FICI >4

- nem végeztiik kolcsonhatas vizsgalatot, mert az egyik illoolajra a MIC nagyobb
volt, mint 100 mg/ml.

6.4. Tapadas vizsgalat eredményei illéolajos kozegben

A tapadas soran a baktérium szuszpenziobol kitapadt sejtek szamat a polipropilén
¢és rozsdamentes acél felilleteken a 12-14. tablazatok mutatjak be, amelyben az els6 o6ra
végére megtapadt sejtek szamat és a 4. €s 1. ora végén mért sejtszamok kozotti kiilonbséget
tintettiik fel. Ha ez a kiilonbség pozitiv volt, az azt jelentette, hogy a megtapadt sejtek
szdma nott az idovel, a negativ eldjelli szdmok sejtpusztulasra vagy az irreverzibilis
kotddes elmaradasara engednek kovetkeztetni. Az elsé esetben valdszinlileg mar az elsd
ora végén megtortént az irreverziblis kotddés és a sejtszdm novekedését a letapadt sejtek
osztddasa, mikrotelep képzése okozta.

Osszességében elmondhatd, hogy a kontrollnal (szuszpenzidé nem tartalmazott
illoolajat) nincs jelentds kiilonbség a két feliilethez vald tapadas kozott (12. tablazat). A
kakukkftiolaj mindkét feliileten teljes mértékben gatolta az E. coli, az MRSA ¢és a L.
monocytogenes tapadasat, mig az MSSA esetében csak az acél feliiletre torténd Kitapadast
gatolta. A kakukkfiiolaj egyik f6 Osszetevéje a p-cimén, amely képes csokkenteni a
sejtmozgast (Hyldgaard és mitsi., 2012; Nazzaro és mtsi., 2013), melynek szerepe van a

reverzibilis tapaddsnal (Hori és Matsumoto, 2010; Petrova és Sauer, 2012). A
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majorannaolaj szintén teljes tapadasgatlast okozott a P. putida esetében, mig a tobbi
baktériumnal csak az acélon vald6 megtapadast gatolta. Az egyébként igen jo
antimikrobialis hatassal rendelkezé fahéjolaj csak az acélon vald kitapadast gatolta E. coli
¢s az MRSA esetében, a tobbi baktériumnal vagy nem tapasztaltunk gatlast vagy a kezdeti
gatlas utan a sejtek adaptalodtak és képesek voltak a feliilethez kotddni. A fahéj illdolaj
Osszeségében csak csokkentette a megtapadt sejtek szamat.

A Gram-pozitiv MSSA bizonyult a legellenallobbnak az illéolajokkal szemben, mig
az MRSA esetében az illoolajok jobban hatottak (12. tablazat).

A Bacillus fajok a vizsgalt id6 alatt valésziniileg nem voltak képesek irreverzibilis
kotodést kialakitani a feliileten, egy altalanos Oblités eltavolitotta a sejteket a feliiletrdl,

mivel a kezeletlen kontrollnal sem tudtunk sejtszamot meghatdrozni.

12. tablazat. Rozsdamentes acél és polipropilén feliileten megtapadt torzsgyiijteménybol
szarmazo baktériumok szama (log CFU/cm?) az elsd 6ra végén, és a kiilonbség a 4. és az 1.
ora végén mért sejtszam kozott (A, log CFU/cm?).

Baktérium Feliilet Rozsdamentes acél Polipropilén
1. 6ra A 1. 6ra A

E. coli kontroll ND +3,23 3,18 a +1,34 a*
kakukkfiiolaj ND ND ND ND
majorannaolaj ND ND 3,21a -0,46 b
fahéjolaj ND ND 2,95b +0,41 ¢

P. putida kontroll 36la +0,20 a 3,08 +1,77 a*
majorannaolaj ND ND ND ND
fahéjolaj 2,93b -0,52 b ND +2,49 b

S. aureus kontroll 3,23 a +0,92 a 3,77 a +0,34 a
kakukkftiolaj ND ND 3,19b -0,53b
majorannaolaj ND ND 2,75¢ -0,63 b
fahéjolaj 3,12 a +0,97 a 3,32 b +0,44 a

MRSA kontroll 3,43 +1,02 32la +1,19a
kakukkfiolaj ND ND ND ND
majorannaolaj ND ND 3,33 a -0,41b
fahéjolaj ND ND 3,39 a +0,35¢

L. monocytogenes kontroll 3,47 +0,33 a 3,70 a +1,04 a
kakukkftiolaj ND ND ND ND
majorannaolaj ND ND 3,46 b +0,29 b
fahéjolaj ND +2,15b 3,68 a -0,56 ¢

ND: nem detektalhat6 feltapadt baktérium a feliileten;

A kiilonbozd kisbetlik az egy baktériumra vonatkozé kezelések (beleértve a kontrollt is)
kozotti szignifikans eltéréseket mutatjak (p<0,05)

*: a szignifikans kiilonbséget mutatja a két feliilethez valé tapadas kozott (p<0,05).

A 12. tablazat alapjan megallapithatd, hogy az illdolajok rozsdamentes acélon

jobban tudtdk befolydsolni a tapadast. Ennek hatterében a feliiletek ¢és az illdolajok

43



hidroféb tulajdonséagai allhatnak, illetve a befolyasolhatja a feliileti érdesség is, mégpedig
minél érdesebb egy feliilet, annél kdnnyebb rajta a baktériumok megtapadasa.

Vegyes tenyészet (E. coli, L. monocytogenes, P. putida és S. aureus kevert
tenyészete) esetén is hasonld megallapitasra jutottunk, miszerint nincs szignifikans
kiilonbség a két feliiletre kitapadt baktérium sejtszam kozott a kontrollok esetében
(p>0,05). Mindegyik ill6olaj csokkentette a baktériumok tapadasi képességét, de egyik sem
okozott teljes gatlast, mutatva, hogy a kevert tenyészetek ellenallobbak a kiilsé hatasokkal
szemben, mint a monotenyészetek (13. tablazat).

13. tablazat. Rozsdamentes acél és polipropilén feliileten megtapadt kevert tenyészet

sejtszama (log CFU/cm?) az elsd ora végén, és a kiilonbség a 4. és az 1. 6ra végén mért
sejtszam kozott (A, log CFU/cm?).

Feliilet Rozsdamentes acél Polipropilén

1. 6ra A 1. 6ra A
Kontroll 472 a +0,60 a 495 a +0,45 a
Kakukkfiiolaj 349D +0,47 b 3,77Db +0,58 b
Majorannaolaj 3,25b +0,21¢c 3,23¢c +0,16 c
Fahéjolaj 3,70 c +0,26 d 3,81b +0,25 b

A kiilonb6zd kisbetiik az egy baktériumra vonatkozo kezelések
(beleértve a kontrollt is) kozotti szignifikdns eltéréseket mutatjak
(p<0,05).

A 14. tablazat az ipari iizemekbdl izolalt torzsekkel végzett kisérletek eredményeit
mutatja be. Ezeknél sem tapasztaltunk kiilonbséget a két feliillethez torténd
kapcsolodasban, még az Escherichia izolatum esetében sem, ahol feltételeztiik, hogy
hasonloan fog viselkedni, mint a torzsgyljteménybdl szarmazo E. coli. Kivétel nélkiil
minden illdolaj szignifikansan csokkentette a megtapadt sejtek szamat a kontrollhoz képest
(p<0,05) a negyedik o6ra végére. A majoranna illoolaj az Escherichia és a Pseudomonas
1zolatumnal a kezdeti tapadast tobb mint egy nagysagrenddel csokkentette és a letapadt
Escherichia sejtek szaporodasat is gatolta. Egyik illdolajjal sem sikeriilt elérniink az
izolatumok tapadasanak teljes gatlasat.

A tapadasi kisérletbdl latszik, hogy az illdolajok hatdsa baktériumfiiggd volt és
kevésbé fiiggott a feliilettdl. A kiilonbség a baktériumok adaptacios képességében lehet, €s
az eredménynek alapjan azt feltételezziik, hogy az ipari izolatumok jobb adapticios

képességgel rendelkeznek.
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14. tablazat. Rozsdamentes acél és polipropilén feliileten megtapadt izoldtumok sejtszama
(log CFU/cm?) az elsé ora végén, és a kiilonbség a 4. és az 1. 6ra végén mért sejtszam
kozott (A, log CFU/cm?),

Feliilet Rozsdamentes acél Polipropilén
Baktérium 1. ora A 1. 6ra A
Citrobacter sp.  kontroll 4,21 a +0,86 a 4,26 a +0,85 a

kakukkfiiolaj 3,74 Db +0,37 b 3,76 b +0,37 b
majorannaolaj 3,77 Db +0,06 C 3,73b +0,17c

fahéjolaj 3,82b +0,04 c 3,74 b +0,16 c
Escherichiasp.  kontroll 3,64a +0,73 a 3,84a +0,75 a
kakukkfiiolaj 3,52 a +0,45 b 3,50b +0,57b
majorannaolaj 2,97 b -0,48 ¢ 3,05¢ -041c
fahéjolaj 371a +0,24 b 371a +0,24 b
Enterobacter sp.  kontroll 4,27a +0,74 a 4,29 a +0,73 a
kakukkf{iolaj 4,03 b +0,18 b 4,05b +0,16 b
majorannaolaj 3,80c +0,24 ¢ 3,80¢c +0,24 ¢
fahéjolaj 3,34d +0,73 b 3,87c +0,58 b
Pseudomonas sp. kontroll 4,05a +0,73 a 4,06 a +0,78 a

kakukkfiiolaj 4.00a +0,30 b 4,07 a +0,23 b
majorannaolaj 225b +0,75 ¢C 3,01b +0,12 ¢

fahéjolaj 3,26 C +0,48d 3,74 ¢ +0,13 d
Serratia sp. kontroll 474 a +0,39 a 4,75 a +0,48 a
majorannaolaj 3,83b +0,36 b 401b +0,43 b
fahéjolaj 3,07c¢c +0,52 ¢ 3,26 ¢C +0,52 ¢

A kiilonbozd kisbetlik az egy baktériumra vonatkoz6 kezelések (beleértve a
kontrollt is) kozotti szignifikans eltéréseket mutatjak (p<0,05).

Egyértelmli magyarazatot nem talaltunk az irodalomban arra vonatkozolag, hogy az
illoolajok hogyan képesek befolyasolni a baktériumok kitapadasat. Feltételezésiink szerint,
az 1illoolajok tobbféleképpen is befolydsoljadk a sejteket, egyrészt a homeosztazisukat
zavarhatjdk meg, ezaltal a baktériumok nem a feliilethez valéo kotédésre fogjak az
energiajuka hasznalni, hanem sajat életfenntartasukra. Nazzaro és munkatarsai (2013)
szerint szubletalis koncentracioban alkalmazva az illdolajok az energiatermelés soran
megzavarjak az enzimek mukodését. An és Friedman (1998) tanulményukban azt a
megallapitast tették, hogy a megtapadds energiaigényes folyamat, igy a felhalmozott ATP
készlet is kimertiil, mely egyik oka lehet a tapadasgatlasnak, mivel az illéolajok csokkentik
az ATP termelést. Tovabbi magyarazat lehet az is, hogy az illdolaj reakcidoba 1ép a
membran- €s citoplazma fehérjékkel, igy megvaltoztatja a membran szerkezetét, ezaltal a

tapadasi folyamatokat is.
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6.5. Tapadas vizsgalat eredményei élelmiszermaradvanyt tartalmazo feliileten

A kiilonbozo feliiletekre szaritott paradicsompiiré és csirkemell 1¢ esetén is
vizsgaltuk a baktériumok kitapadasat illoolajos kozegben. Eredményeink alapjan a
kiilonboz6 é€lelmiszermaradvanyok elOsegitik a baktériumok megtapadasat a hasznalt
feliileteken, mivel extra tapanyagforrasként vagy ragasztoanyagként szolgalnak. Petrova és
Sauer (2012) osszefoglaloja szerint a feliileteken talalhatdo kondicionald réteg (fehérje,
szénhidrat, egyéb molekuldk a kornyezetbol) energiaforrasként szolgalhat a baktériumok
szamara és segiti a kitapadasukat.

Az eredmények értelmezéséhez eldszor megallapitottuk a tizszeresére kihigitott
csirkemell 1¢ Gsszetételét, amely a kovetkezd volt: a fehérje 0,97 g, a zsir 4,51 g és a
gliikozban kifejezett szénhidrat 0,53 g volt 100 g-ban. Ezutan értékeltiik az izolatumok
¢lelmiszermaradvanyt tartalmazé feliiletekhez torténd kitapadasat, amelyet a 15. tdblazat
mutat be, és az els6é szembet{iné kiilonbség az el6z6 vizsgalatokhoz képest az volt, hogy a
torzsgylijteménybdl szarmazo baktériumok esetén, az MRSA és a Bacillus fajok
kivételével, nem tapasztaltunk teljes tapadasgatlast, azaz az élelmiszermaradvanyok
egyértelmiien javitottdk a baktériumok megkotddését a feliileteken. Az illdolaj-mentes
kozegbdl még a Bacillus fajok is képesek voltak kismértékt kitapadasra, igaz, illdolajok
alkalmazaséaval ez a kismértékii kitapadas is gatolhato volt. A legtobb esetben a csirkemell
1¢ vékony rétege jobban elésegitette a tapadast, mint a paradicsomlé, kivéve az E. coli
esetében, ahol a paradicsomos feliiletre tobb sejt tapadt Ki (15. tablazat).

A két S. aureus esetén megallapitottuk, hogy az MRSA tapadasat az illdolajok
jobban gatoltak, mint az MSSA-¢ét (15. tdblazat). MRSA esetén egyértelmiien kimondhato,
hogy a kakukkfiiolaj és a majorannaolaj gatolta a megtapadast a magasabb
szénhidrattartalmu kozegben (paradicsom). Ez a 4. abran is jol lathato, mivel a 4. 6ra
végére mar nem volt megtapadt sejt a feliileten. A fahéj illoolajnak csak tapadast csokkentd
hatdsa volt. Fisher ¢és Phillips (2006) kisérletiikben csirkebdéron és kaposztalevélen
vizsgaltdk az illdolajok €s komponenseik hatasat és megallapitottadk, hogy bergamott
illoolaj és a citral komponens alkalmazasakor a S. aureus sejtek nagyobb szamban voltak
jelen csirkebdéron, mint a kaposztalevélen a kezelések hatasara, mig ez forditott volt E. coli
¢s L. monocytogenes baktériumoknal. Szerintiik az illdolajok ilyen modon valo tartositd

hatasa szerfliggd és baktériumfiiggo is.
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15. tablazat. Elelmiszermaradvanyokat tartalmazo rozsdamentes acél és polipropilén
feliileten megtapadt torzsgyiijteménybdl szarmazé baktériumok szama (log CFU/cm?) az
elsé ora végén, és a kiilonbség a 4. és az 1. 6ra végén mért sejtszam kozott (A, log

CFU/cm?).
Csirkemell Paradicsompiiré
Feliilet Rozsdamentes acél ~ Polipropilén ~ Rozsdamentes acél  Polipropilén
1. 6ra A 1. 6ra A 1. 6ra A 1. 6ra A

E. coli kont 354a +0,85a 367a +089a 454a +086a 4,22a +0,88 a*#
kf 324b +0,43b 3,26b -036b 444a +097a 39b +1,07a
maj 3,02c¢c -049c 294c +0,05c 4,68a +0,14b 435a +021b
fan 345a +0,33b 3,63d -0,32d 4,28b +080b 4,02b +095a

P. putida kont 4,79a +0,32a 4,74a +0,24a 453a +048a 4,37a +0,35a*
maj 416b +082b 4,14b +0,78a 432b +054a 411b +055a
fan 3,03c +0,72c 4,11b +0,39b 432b +0,06b 4,17b -0,18b

S. aureus kont 424a +055a 4,38a +057a 424a +0,20a 4,74a +0,11a*
kf 324b +107b 369b +1,10a ND +4,12b ND +4,14
maj 2,73c¢c +0,19c 327c +0,08c ND +302b ND +350c
fan 360d +0,46d 4,08d +0,18d 351c +0,63b 341c +0,69b

MRSA kont 394a +042 4,12a +0,28a 395a +0,39a 3,63a +0,69a
kf 3,66 b ND 3,86b -067b ND ND ND ND
maj 3,03¢ ND 3,19¢c ND ND ND ND ND
fah 2,57d ND 285d ND 252b +0,97b 285b +0,51b

L. monocytogenes kont 3,93a +06la 4,/47a +049a* 3,78a +0,22a 3,62a +0,19a#
kf 290b +0,40b 364b -036b 3,70a -042b 354a -0,08b
maj 3,03c +0,79c¢ 391c -04lc 351b +00lc 329b +0,01lc
fah 391a +034a 4,40a +0,38a 36la -097d 229c +111c

B. cereus kont ND ND 242a +0,39a* 2,10a +037a 248a +0,19a#
kf ND ND ND ND ND ND 237a -0,07b
maj ND ND ND ND ND ND ND ND
fah ND ND ND ND ND ND ND ND

B. subtilis kont 2,32a +0,08a 237a 023a 246a 033a 252a +032a
kf ND b NDb NDb NDb NDb NDb 200a +043a
maj NDb NDb NDb NDb 222a 048a 222a 026a
fah NDb NDb 212a 048a NDb NDb 200a +0,22a

ND: nem detektalhat6 feltapadt baktérium a feliileten;
A kiilonbo6z6 kisbetiik az egy baktériumra vonatkozé kezelések (beleértve a kontrollt is)
kozotti szignifikans eltéréseket mutatjak (p<0,05)

*: a szignifikans kiilonbséget mutatja a két feliilethez valo tapadas kozott (p<0,05);

#: a két élelmiszer maradvannyal szennyezett (csirkemell 1¢, paradicsompiiré) feliilethez

valo tapadas kozti szignifikans eltérést mutatja (p<0,05).

Kont: kontroll, kf: kakukkfiiolaj, maj: majorannaolaj, fah: fahéjolayj.
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Kisérleteinkben a harom kiilonb6z6 tényezd (feliilet tulajdonsagai, a tapanyag-
illoolaj kapcsolat és a baktérium tapadédsi képessége) egyiitt hatdrozta meg az

eredményeinket.

4. abra. Az MRSA tapadasanak vizsgalata DAPI festéssel csirkemell lével kezelt fém
feliileten (20x nagyitas) a 4. éraban (kontroll) (a), a 3. draban (b) és a 4. déraban (c)
majoranna illoolaj kezelés esetén.

A vegyes tenyészet tapadoképességét szignifikansan befolyasolta mind a harom
illoolaj (p<0,05) (16. tablazat). Ha a populacio egészét nézziik, nem talaltunk kiilonbséget
a két feliilethez vald tapadas kozott (p>0,05), de a fehérje maradvanyokat tartalmazod
feliileten nagyobb szdmban voltak képesek megtapadni a sejtek (p<0,05). Ha egyesével
néztiik az egyes baktériumokat, akkor megallapithaté volt, hogy E. coli és P. putida sejtek
voltak tobbségben mindkét feliilleten, de L. monocytogenes sejtek a csirkemelles
feliileteken nagyobb szamban voltak jelen, mint a paradicsompiirével kezelten. Az E. coli

esetében szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk a két feliilet kozott.

48



16. tablazat. Elelmiszermaradvanyokat tartalmazo rozsdamentes acél és polipropilén
feliileten megtapadt kevert tenyészet sejtszama (log CFU/cm?) az elsd 6ra végén, és a
kiilonbség a 4. és az 1. Oora végén mért sejtszam kozott (A, log CFU/cm?).

Csirkemell Paradicsompiiré
Feliilet Rozsdamentes acél Polipropilén Rozsdamentes acél Polipropilén
1. 6ra A 1. 6ra A 1. 6ra A 1. 6ra A
Kontroll 473 a 0,29 a 470 a 0,31a 4,10a 0,83a 412a 0,69 a#

Kakukkftiolaj 3,49 b 0,07 b 3,74 b 0,13b 3,62b 0,36 b 351b 0,28b
Majorannaolaj 3,91c  -0,14c¢ 3,83b -003c 386c -029¢c 367b 0,20 b
Fahéjolaj 3,99 ¢ -0,11c 404 c -0,40c 397c -0,48 c 395a -057c

A kiilonboz6 kisbetiik az egy baktériumra vonatkozo kezelések (beleértve a kontrollt is)
kozotti szignifikans eltéréseket mutatjak (p<0,05);

#: a két élelmiszer maradvannyal szennyezett (csirkemell 1¢, paradicsompiiré) feliilethez
val6 tapadas kozti szignifikans eltérést mutatja (p<0,05).

Az ipari lizemekbdl izolalt torzsekkel kapott eredményeket a 17. tablazat
tartalmazza. Megallapitottuk, hogy nem volt szignifikans eltérés (p>0,05) a szénhidrat-rost
(paradicsompiiré) és fehérje-zsir (csirkemell 1¢) tartalmu feliilethez valo tapadas kozott és a
két kiilonbozo tipusu feliilethez vald tapadas kozott sem. A vizsgalt izolatumok koziil a
legellenallobb az Enterobacter izolatum volt, ahol az illéolajok csak a 3.-4. 6raban tudtak
szignifikansan befolyasolni a tapadast. Megallapithaté az eddigi adatok alapjan, hogy az
Enterobacter izolatum mutatja a legnagyobb rezisztenciat az illoolajokkal szemben (17.
tablazat), melyet mar a kolcsonhatasi vizsgalatok is jol mutattak (11. tablazat).
Megallapitottuk, hogy a tapanyagforras az ipari iizemekbdl izolalt torzsek esetén is
csokkentette az illoolajok hatasat. A nemzetségen beliili kiilonbségek itt is jol lathatoak,
mig a torzsgylijteménybdl szarmazd E. coli (15. tablazat) szénhidrattartalmt feliilethez
kotodott jobban és a fahéj befolyasolta legkevésbé a kotddését, addig az ipari tizembdl
izolalt Escherichia torzsnél (17. tablazat) nem tapasztaltunk kiilonbséget a két tapanyag
alkalmazasakor. A Pseudomonas izolatumoknal is elmondhatd, hogy a P. putida esetén
kiilonbséget tapasztaltunk a fahéjolaj és a majorannaolaj kozott, addig az ipari tizembdl
izolalt Pseudomonas torzsnél (15. tablazat) ez nem volt megfigyelhetd, azaz itt egységesen
hatottak az illoolajok. Osszességében elmondhatjuk, hogy a majoranna illdolaj volt a
leghatasosabb, néhany kivételtdl eltekintve. A Serratia izolatum esetén ugyanis ugyanazt
figyeltik meg, mint a P. putida-nal, azaz a majorannaolaj és fahé;j illoolaj koziil a fahéjolaj

tudta a tapadas elleni hatdsat jobban kifejteni.
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17. tablazat. Elelmiszermaradvanyokat tartalmazo rozsdamentes acél és polipropilén
feliileten megtapadt izoldtumok sejtszama (logCFU/cm?) az elsd ora végén, és a kiilonbség
a 4. és az 1. ora végén mért sejtszam kozott (A, logCFU/cm?).

Csirkemell Paradicsompiiré

Feliilet Rozsdamentes acél  Polipropilén  Rozsdamentes acél  Polipropilén
1. 6ra A 1. 6ra A 1. 6ra A 1. 6ra A

Citrobacter sp.  kont 423a +0,69a 4,26a +0,84a 4,1la +0,75a 4,19a +085a
kf 400b +0,70b 3,00b +1,30b 391b +0,15b 4,02b +0,34b
maj 3,78c -0,24c 3,22b +1,63c 297c -042c 240c +042c
fah 359c¢ -0,11c 3,83c -020d 357d +0,30b 391d +0,11d

Escherichiasp. kont 4,03a +067a 4,11a +0,84a 4,15a +048a 4,34a +0,42a
kf  396a -050b 398a -057b 3,80b -005b 342b +0,23b
maj 324b +1,18b 3,22b +0,98c 3,40c +0,87c 3,34b +0,79¢c
fah 382c +0,88a 3,76c +1,18a 4,07a +056a 3,94c +0,82a

Enterobacter sp. kont 451a +0,29a 4,43a +03la 442a +0,25a 444a +028a
kf  431a +024b 43la +037b 4,19b +031b 4,37a +0,48b
maj 439a -015c 433a -0,13c 436a -0,18c 4,40a -0,16c
fah 436a +021b 4,38a +0,35b 437a +045b 4,39a +0,47b

Pseudomonas sp. kont 429a +049a 445a +04la 4,15a +063a 414a +076a
kf  343b +036b 3,66b +0,18b 3,29b +051b 343b +0,38b
maj 3,12c¢ +065b 3,61b +0,17b 3,07c +0,64b 322b +0,53b
fah 325c¢ +0,62b 3,77b +0,12b 324b +0,73b 3,63c +0,43c

Serratia sp. kont 459a +0,06a 455a +008a 453a +012a 4,47a +0,18a
maj 397b +027b 4,13b +0,16b 3,84b +0,30b 4,05b +0,18b
fah  341c¢ +0,10c 3,79c +020c 225c +1,62c 297c +0,17¢

A kiilonbozd kisbetiik az egy baktériumra vonatkozo kezelések (beleértve a kontrollt is)
kozotti szignifikans eltéréseket mutatjak; (p<0,05). Kont: kontroll, kf: kakukkfiiolaj, maj:
majorannaolaj, fah: fahéjolaj.

Az élelmiszermaradvanyt tartalmazé kornyezetben a fehérje és a zsir megkotheti az
illéolajokat és befolyasolhatja a baktériumok kotédését. Ha a feliletrdl eltavolitjuk a
fehérjét, az illdolaj hatasa javulhat. A fahéj illoolaj f6 komponense, a fahéjaldehid képes
kovalensen kotddni a fehérjékhez. A fahéjolaj a L. monocytogenes (15. tablazat) esetén
nem hatott szignifikansan (p>0,05), f6leg a nagyobb fehérje tapanyagforrasu feliileten. A
fehérjék eltavolitasa utan javult a fahéjolaj tapadast befolyasolé hatasa. Hyldgaard és
munkatarsai (2012), majd Nazzaro és munkatarsai (2013) is azt a megallapitast tették, hogy
a fahéjaldehid képes gatolni az enzimeket és ezaltal mintegy ATP gatloként is miikodik. A
6.5. fejezet eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a fahéj illoolaj jobban befolyasolta
a tapadast paradicsompiirével kezelt feliileten, mint a csirkemell 1ével kezelten. Ez a

kiilonbség abbol adddhat, hogy a két szennyezés kiilonbozd fehérjéket tartalmaz. A
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csirkemell esetén vizben oldhatd szarkoplazmatikus fehérjék lehettek a feliileten (Bowker
€s Zhuang, 2013), melyeknek nagy az illékony komponens megkotd képessége (kovalens
vagy hidrogénkotéssel). Ezzel szemben a novényi fehérjék esetén nincs szulthidril csoport
és az aldehidekkel vald reakcié limitalt (Krisch és mtsi., 2012).

A 6.4. ¢és az 6.5. fejezet alapjan az illdolajok hatdsat negativan befolyasolja, ha van a
feliileten valamilyen élelmiszermaradvany. A feliilet, illoolaj, tapanyagforras €s baktérium
kozotti  kolesonhatasok  értékelése tovabbi vizsgalatok célpontja lehet, mivel az
irodalomban e tényez6k egyiittes hatasat még nem vizsgaltak. Az irodalomban a legtébb
megallapitds az illdolaj-baktérium-élelmiszer harmasara vonatkozott, ahol az illoolaj
tartositoszerként volt jelen. A fehérjék, rostok, zsirok, Osszetett szénhidratok képesek
csokkenteni az illoolajok hatasat, mig a s6 és az egyszerii szénhidratok novelhetik (Ahn és
mtsi., 2007; Busatta és mtsi., 2008; Cava és mtsi., 2007; Gutierrez és mtsi., 2008, 2009;
Hyldgaard és mtsi., 2012; Juven és mitsi., 1994; Nazzaro és mtsi., 2013; Periccone és mtsi.,
2015; Shelef és mtsi., 1984; Singh és mtsi., 2003).

Az illoolajok pontos hatdsmechanizmusanak leirdsa nehezen kivitelezhetd, mert az
Osszetételiik ¢s kémiai tulajdonsdguk miatt a baktériumokon masképpen hatnak. A
baktériumok kiilonboz6 tapadasi képessége miatt is eltéré a hatasuk, mas mechanizmust
tudnak befolyasolni. Mindenesetre eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az illdolajok
feliileti fertGtlenitoként valo hasznalata eldtt a szerves szennyezddéseket el kell tavolitani
az alkalmazni kivant feliiletrél, mely ipari kornyezetben megfelel a szokasos tisztitasi-

fert6tlenitési eljarasnak.

6.6. Tapadas vizsgalat eredményei illolajjal bevont feliileten

Ezen kisérleti résznél a feliiletek illdola; réteget tartalmaztak ¢€és a kozeg
(baktériumszuszpenzid) illoolajmentes volt. Ebben az esetben is szignifikans kitapadas
csokkenést (p<0,05) kaptunk a kontroll feliiletekhez képest (illoolajmentes feliiletek), a
kiilonbség mértéke 1-2 log CFU/ml nagysagrendii volt. A legtobb esetben a rozsdamentes
acél feliileten volt itt is kisebb mértékii a sejtmegtapadas. P. putida tapadasanal nem volt
szignifikans kiilonbség a kezelt és kezeletlen lapokhoz valé kotddés kozott (p>0,05). Ezen
vonalon haladva polimer réteget lehetne alkalmazni a feliileteken, mely illdolajat vagy

azok komponenseit tartalmazza.
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6.7. Illoolajok hatasanak kinetikai vizsgalata az id6, koncentracié és pH alapjan

A vizsgélatok célja a minél rovidebb, lehetdleg 30 percnél kisebb hatdidé alatt
teljes pusztulast okozo illdolaj koncentracié és pH megtalalasa volt. Ezek a kisérletek
egyben elokisérletekként szolgaltak a biofilm eliminalasi vizsgéalatokhoz. Az els6 kisérlet
soran az illéolajok korabban meghatarozott MBC értékeinek megfeleld koncentracidkat
alkalmaztuk. A harom illdolaj koziil csak a majorannaolaj volt képes egyszeres MBC
koncentracional a P. putida pusztulasit okozni 10 perc alatt, mig a tobbi
torzsgyljteménybol szarmazo baktériumnal ehhez 30 percnél tobb id6 kellett (18. tablazat).
Az irodalomban kevés adatot talaltunk arrol, hogy az illdolajok milyen gyorsan képesek
elpusztitani a baktériumokat. Tisserand (2014) konyvében a Staphylococcus fajok
pusztulasi ideje kakukkfii illoolajjal torténd kezelés esetén 150 perc volt.

Az elbzetes kisérletek utan az MBC értékek két- haromszorosat alkalmaztuk. A
koncentracié novelésével mar csokkenteni tudtuk a pusztulasi idét, de ehhez a legtobb
esetben még 30 perc vagy annal is tobb id6 kellett a legnagyobb alkalmazott koncentracio
esetében is (18. tablazat). A fahéjolaj rendelkezett a legalacsonyabb MBC értékkel, de
rovid tavi hatasa alul maradt a tobbi illoolajjal szemben, mivel az E. coli, a L.
monocytogenes, a S. aureus és az MRSA izolatum esetén sem kaptunk 30 perc alatti vagy
azzal egyenl6 pusztulasi idoket (30 perces hat6idé még elfogadhato ipari felhasznalasra). A
két Bacillus faj koziil a B. subtilis volt érzékenyebb az illoolajokra. Az izolatumok sokkal
érzékenyebben reagaltak a fahéj illdolajra, koncentraciotol fliggetleniil akar 5 perc alatt
elpusztultak (18. tablazat). A 30 perc feletti értékek még tal hossziuak egy fertGtlenités
soran, ezért a koncentracidé emelése mellett a tovabbi pusztulasi idé csdkkentés érdekében
a savas ¢s lugos kémhatast is alkalmaztuk. Emellett a tovabbi kinetikai kisérletek soran a
vizsgalt hatoid6 intervallumat is lecsokkentettiik 30 percre a késébbi ipari alkalmazhatosag

érdekében.
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18. tablazat. A baktériumok pusztulasi ideje (perc) az illolaj koncentraciod fiiggvényében.

1116olaj Kakukkfii Majoranna Fah¢j
Koncentracié Pusztulasi Koncentracio Pusztulasi Koncentracié Pusztulasi
Baktérium [mg/ml] idé6 (perc) [mg/ml] idé6 (perc) [mg/ml] id6 (perc)
E. coli 1,6 >120 1,6 >120 0,2 >120
3,2 60 3.2 >120 0,4 >120
4,8 25 4,8 25 0,6 90
P. putida NA NA 6,3 10 0,8 120
NA NA 12,6 10 1,6 60
NA NA 18,9 5 2,4 25
S. aureus 1,6 >120 6,3 >120 0,8 >120
3,2 90 12,6 30 1,6 60
4.8 60 18,9 25 2,4 90
MRSA 12,5 >120 6,3 >120 3,2 >120
25 30 12,6 60 6,4 >120
37,5 30 18,9 30 9,6 90
6,3 >120 6,3 >120 1,6 >120
L. monocytogenes 12,6 10 12,6 30 3,2 >120
18,9 10 18,9 20 4,8 >120
B. cereus 3,2 30 3,2 30 0,8 >120
6,4 30 6,4 30 1,6 90
9,6 25 9,6 25 2,4 60
B. subtilis 1,6 >120 3,2 >120 0,4 >120
3,2 10 6,4 5 0,8 60
4,8 10 9,6 5 1,2 15
Vegyes tenyészet 12,5 10 12,5 90 1,6 90
25 10 25 60 3,2 60
37,5 5 37,5 25 3,8 25
Citrobacter sp. 3,2 10 12,5 10 1,6 30
6,4 5 25 5 3,2 5
9,6 5 37,5 5 4,8 5
Serratia sp. NA NA 50 90 3,2 5
NA NA 100 60 6,4 5
NA NA 150 25 9,6 5
Enterobacter sp. 1,6 10 25 30 3.2 5
3,2 5 50 30 6,4 5
4.8 5 75 10 9,6 5
Escherichia sp. 6,3 10 50 90 3,2 5
12,6 10 100 60 6,4 5
18,9 5 150 30 9,6 5
Pseudomonas sp. 3,2 10 50 30 6,3 5
6,3 10 100 30 12,6 5
9,5 5 150 25 18,9 5

NA nincs MBC adat 25 mg/ml koncentracio alatt
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Az illoolajos oldat kémhatdsanak valtoztatdsa soran lagos pH esetén kaptunk mar
egyszeres MBC alkalmazasanal is olyan pusztulasi idéket, melyeket a késébbiekben a
biofilm eliminalasi vizsgalatokban fel tudtunk haszndlni a fert6tlenitési id6
meghatarozasara. A torzsgylijteménybdl szarmazé baktériumokra féleg a lugos kémhatast
illéolajos kozeg hatott jol, mig az ipari lizembdl izolalt torzsek féleg a savas kémhatasu
illéolajokra voltak érzékenyek. Nostro és munkatarsai (2012) megallapitottak, hogy a savas
kornyezet eldsegiti az illoolajok hatasat, mivel még inkabb hidrofobba teszi dket, ezaltal
konnyebben Iépnek kolcsonhatasba a sejtfallal. A pH eltolas hatasara a hat6id6 altalaban 5-
lugositasaval a kakukkfii illoolaj baktericid képességét javitottuk a legnagyobb mértékben
(19.-20. tablazat).

A pH véltoztatdsaval a fahéj illdolaj hatdidejét csak kis mértékben tudtuk javitani,
szinte csak a B. subtilis és a P. putida esetén. Sutherland és munkatarsai (1996)
megallapitottak, hogy a vizsgalt B. cereus izolatum esetében az antimikrobidlis szer még
pH 4,0 esetén sem eredményezett jobb hat6idét, mivel a B. cereus izolatum még 4,35-6s
pH-n is tudott szaporodni. Kisérletiinkben a két Staphylococcus aureus szinte hasonléan
reagalt a fahéj illoolajra (19. tablazat). Az eddigi eredmények alapjan e tekintetben nincs
egyértelmi kiilonbség a Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok kozott. Azonban
mindenféleképpen szamolnunk kell a baktériumok egyéni érzékenységével.

Vegyes populacio esetében a kakukkfii illoolaj hatdideje 10 perc volt. A 8,5-6s pH-
ju illoolaj oldat kevésbé volt hatasos a vegyes tenyészeten, mint az azt alkoto
baktériumokon kiilon-kiilon. Jol lathato a 19. tablazatban, hogy a savas kdrnyezet jobban
eldsegitette a vegyes populacié pusztuladsat. Mint minden vegyes tenyészettel valo kisérlet
soran, itt is megvizsgaltuk a populacié Osszetételét az id6 valtozasa soran. Osszeségben
elmondhato, hogy a Gram-negativ baktériumok taln6tték a Gram-pozitiv baktériumokat: P.
putida > E. coli > L. monocytogenes > S. aureus, az eltérés egy log CFU/ml alatt maradt.
Az ipari lizembdl izolalt torzsek lugos pH-val szembeni érzéketlensége hatterében az
adapticio allhat. A mintavétel helyéiil szolgdld lizemekben foként lugos tisztitoszert

hasznalnak, igy a baktériumok alkalmazkodhattak mar a ltigos kornyezethez.
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19. tablazat. A baktériumok pusztulasi ideje (perc) az illéolaj koncentracio és a pH
valtozatas egyiittes hatasara.

Illoolaj Kakukkfii Majoranna Fah¢j
Pusztulasi 1d6 Pusztulasi 1d6 Pusztulasi 1d6
Konc. (perc) Konc. (perc) Konc. (perc)
Baktérium Mo/l 5 on g5pr MIMI 45 0n g5pr MIMT 4504 g5 pH
E. coli 1,6 >30 5 1,6 >30 5 0,2 >30 >30
3.2 10 5 3,2 >30 5 0,4 >30  >30
P. putida NA NA NA 6,3 10 5 0,8 >30 15
NA NA NA 12,6 10 5 1,6 15 10
S. aureus 1,6 >30  >30 6,3 >30  >30 0,8 >30  >30
3,2 25 10 12,6 15 10 1,6 >30 5
MRSA 12,5 >30 5 6,3 >30 >30 3,2 >30  >30
25 15 5 12,6 30 5 6,4 >30 5
L. monocytogenes 6,3 >30 5 6,3 >30 5 1,6 >30  >30
12,6 5 5 12,6 5 5 3,2 >30  >30
B. cereus 3,2 15 5 3,2 30 25 0,8 >30 25
6,4 15 5 6,4 30 25 1,6 >30 20
B. subtilis 1,6 30 5 3,2 >30 10 0,4 >30 15
3,2 10 5 6,4 5 10 0,8 15 10
Vegyes tenyészet 125 10 10 12,5 10 15 1,6 15 >30
25 10 10 25 10 15 3,2 15 >30
Citrobacter sp. 3,2 10 >30 12,5 10 >30 1,6 10 >30
6,4 10 >30 25 10 >30 3,2 10 >30
Serratia sp. NA NA NA 50 5 >30 3,2 5 >30
NA NA NA 100 5 >30 6,4 5 >30
Enterobacter sp. 1,6 10 >30 25 10 >30 3,2 5 >30
3,2 10 >30 50 10 >30 6,4 5 >30
Escherichia sp. 6,3 10 >30 50 10 >30 3,2 5 >30
12,6 10 >30 100 10 >30 6,4 5 >30
Pseudomonassp. 3,2 10 >30 50 10 >30 6,3 5 >30

6,3 10 >30 100 10 >30 12,6 5 >30

NA - nincs MBC adat 25 mg/ml koncentracio alatt, eért nem néztiik a pusztulasi kinetikat

Az ipari izolatumok és a torzsgyiljteménybdl szarmazo fajok Osszehasonlitasa
alapjan megallapithato, hogy az izolatumok hamarabb pusztulnak el savas €és semleges
kémhatasi illoolajos fertétlenitdoldatban. Osszességében megallapithatd, hogy a kakukkfii
eredményezte a legrovidebb hatdidoket. A hatoidé altalaban csokkent a Koncentracid
novekedésével is, de ez egyben a fertétlenités koltségének novekedését is maga utan vonja.
A pH eltolasaval azonban, a hatas megdrzése mellett, a koncentracio csokkenthetd. A 20.
tablazat tartalmazza az el6z0 kisérletek alapjan megéllapitott optimalis paramétereket,

melyeket a biofilmek eliminalasi kisérleteiben alkalmazunk.
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20. tablazat. A biofilm eliminalas soran alkalmazott paraméterek: fert6tlenitési
id6 (perc) koncentracio (mg/ml) és pH értékek.

Mll6olaj Kakukkfii Majoranna Fah¢j
Baktérium cc pH id6 cc pH idé6 «cc pH id6
E. coli 48 60 50 48 6,0 50

16 85 10 16 85 10

32 45 10
P. putida 63 60 20 24 6,0 50

6,3 85 10 08 85 30
6,3 45 10 16 45 30
B. cereus 6,4 6,0 50 3,2 60 60 04 85 40
32 85 10 32 85 50
32 45 60 32 45 60
B. subtilis 32 6,0 10 64 60 10 12 6,0 30
16 85 10 32 85 10 04 85 10
32 45 20 64 45 10 08 45 30
L. monocytogenes 126 6,0 20 189 6,0 40
6,3 85 10 6,3 85 10
126 45 10 6,3 45 10

MSSA 32 85 10 126 60 60 16 85 10
126 85 20
126 45 30
MRSA 250 60 60 126 60 60 63 85 10
125 85 10 126 85 10
250 45 30
Vegyes populécio 125 60 20 250 60 50 48 6,0 20

125 85 10 125 85 30 16 45 30
125 45 20 125 45 20

Citrobacter sp. 64 60 20 125 60 50 32 60 10
32 45 20 125 45 20 16 45 20

Serratia sp. 50 6,0 50 32 60 10
50 45 20 32 45 20

Enterobacter sp. 1,6 60 20 250 60 25 32 6,0 10
16 45 20 250 45 20 32 45 10

Escherichia sp. 63 60 20 100 6,0 20 3,2 6,0 10
63 45 20 500 45 20 32 45 10

Pseudomonas sp. 3,2 6,0 20 100 60 20 63 6,0 20

32 45 20 500 45 20 63 45 10

cc: koncentracio;
ahol nincs adat, azon esetekben nem kaptunk alkalmazhat6 fertétlenitési
paramétereket

6.8. Biofilmek eliminalasa illéolajokkal

Az el6z6 kisérletekben megallapitott fertétlenitési paraméterek alapjan (20.
tablazat) eliminaltuk a kialakult 24 és 168 o6ras biofilmeket a feliiletekrdl. Az illoolajokkal

torténd feliileti fert6tlenités eredményei igéretesek, az illdolajos fertétlenitdszerek képesek
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voltak a feliiletekrdl eltavolitani a biofilmeket, vagy szignifikansan csokkentették (p<0,05)
a biofilm éldsejtszamat (21.-22. tablazat). Feliiletek fertdtlenitésével kapcsolatban kevés
irodalmi adatot talaltunk, a legtobb kisérlet szabad sejteken tortént (Simoes és mtsi., 2010).

Kisérletiink soran a 24 6ras biofilmben altalaban tobb sejt volt, mint a 168 6ras
matrixban (21.-22. tablazat). Kusumaningrum és munkatarsai (2003) kisérleteik soran
szintén azt tapasztaltak, hogy 100 6ra utan a sejtszam lecsokkent akar 2 nagysagrenddel is
S. aureus esetén. A sejtszdmcsokkenést valosziniileg a legbelso rétegben talalhato, anaerob
és taplalékszegény viszonyok kozé keriilt sejtek pusztulasa okozhatta.

A két feliileten torténd biofilmképzés kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget
(p>0,05). A leggyengébb biofilmképzok a Bacillus fajok voltak (biofilm sejtszama < log 3
CFU/cm?). A B. subtilis esetén 24 6ra alatt nem is tudott biofilm kialakulni a feliileten.

A torzsgyljteménybdl szarmazo baktériumok esetén a savas kémhatast kozegben
az illoolajok jobb fert6tlenitd tulajdonsaggal rendelkeztek. Nostro és munkatarsai (2012)
munkassaga alapjan a karvakrol (fenolos tipust komponens) szintén jobb hatast volt savas
kozegben. A leggyengébb hatdssal a lugos fertdtlenitdszerek birtak, kivéve a B. cereus
esetében (21. tablazat). A 6.7. fejezetben megallapitott eredmények ezzel ellentétesek,
mivel ott a lugos kémhatas esetén javult az illdolajok hatdsa. A jelenség magyarazatara
egyetlen szakirodalmi adatot taldltunk; Stewart és munkatarsai szerint (2015) a
Staphylococcus epidermitis-esetében az EPS réteg stabilitasa pH 8,0 felett novekedett.
Nem kizart, hogy a mi esetlinkben is hasonld valtozasok kovetkeztek be, de a jelenség
magyarazata tovabbi kutatasokat kivan.

Az L. monocytogenes biofilmen a lugos fertdtlenitdszer kivételével minden kezelés
100%-osan hatott. Desai és munkatarsai (2012) kozleményében a L. monocytogenes sejtek
altal képzett biofilmet nem tudtak eltiintetni 4 oras kakukkfiiolajos kezelés utan (~ 4,5
mg/ml), azonban 24 6ras kezelés utan mar igen. Az altalunk alkalmazott fert6tlenités ezzel
szemben kivitelezhetének tiinik (10 perc; 12,6 mg/ml; pH 4,5). Soni és munkatarsai (2013)
kisérletében is sziikséges volt a hat6idé emelése Salmonella sejtekbdl képzett biofilm

esetén.
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21. tablazat. Biofilm eliminalds eredményei: tlélé baktériumszam (log CFU/cm?)
a torzsgytijteménybdl szarmazo baktériumok esetén.

Feliiletek Rozsdamentes acél Polipropilén
Biofilm kora (6ra) 24 168 24 168
atlag szoras atlag szords  atlag  szoras atlag  szoras
E.coli  4,5pH kontroll 499 + 0,07a 4,65 + 0,03a* 506 + 0,08a 4,59 + 0,03a*
kakukkfiiolaj ND 1,96 + 0,04b ND 2,74 £ 0,05b
6,0 pH kontroll 503 + 0,02a 459 + 0,05a* 497 + 0,08a 455 + 0,03a*
kakukkfiiolaj 1,82 + 0,01b ND 3,16 £ 0,02b 2,62 = 0,01b
majorannaolaj 1,75 + 0,02b ND 3,28 £ 0,02b 2,09 + 0,0lc
8,5 pH kontroll 505 + 0,03a 4,68 + 0,04a* 501 + 0,04a 4,57 + 0,08 a*
kakukkfiiolaj ND ND 356 £ 0,04b 2,27 = 0,00b
majorannaolaj ND ND 3,33 £ 0,02¢ ND
P. putida 4,5pH kontrol 510 + 0,09a 503 + 0,04a 5,07 + 0,03a 503 + 0,09a
fahéjolaj ND ND ND ND
majorannaolaj ND ND ND ND
6,0 pH kontrol 507 £ 0,06a 500 + 0,02a 4,97 + 0,07a 491 + 0,05a
fahéjolaj ND ND ND 241 £ 0,03b
majorannaolaj ND ND 1,22 + 0,00b ND
8,5 pH kontrol 512 + 0,12a 5,02 + 0,05a 5,04 + 0,10a 506 + 0,09a
fahéjolaj ND ND ND ND
majorannaolaj 4,44 + 0,02b 4,02 + 001b 4,224 + 0,09b 4,47 = 0,09b
B. cereus 6,0 pH kontroll 261 +£ 0,09a 257 £ 0,12a 2,83 +£ 0,19a 264 + 0,15a
kakukkftiolaj ND ND 1,82 + 0,13b 1,96 = 0,09b
majorannaolaj ND ND 162 + 0,12b 2,07 £ 0,16b
8,5 pH kontroll 264 + 0,21a 249 + 0,17a 280 £+ 0,25a 2,74 + 0,24a
kakukkfiiolaj ND ND ND ND
majorannaolaj ND ND ND ND
fahéjolaj ND ND ND ND
B. subtilis 4,5 pH kontroll - - 2,33 = 0,18a* - - 2,22 + 0,09 a*
fahéjolaj - - 1,47 + 0,12b - - ND
kakukkfiiolaj - - ND - - ND
majorannaolaj - - ND - - ND
6,0 pH kontroll - - 209 + 0,13a* - - 2,13 + 0,19a*
fahéjolaj - - ND - - ND
kakukkfiiolaj - - ND - - ND
majorannaolaj - - ND - - ND
8,5 pH kontroll - - 2,14 + 0,17a* - - 2,23 £ 0,21a*
fahéjolaj - - ND - - ND
kakukkfiiolaj - - ND - - ND
majorannaolaj - - ND - - ND
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21. tablazat folytatasa

Feluletek Rozsdamentes acél Polipropilén
Biofilm kora (6ra) 24 168 24 168
atlag sz0ras atlag sz0Oréas atlag szoras atlag sz0Oras
L. 4,5 pH kontrol 543 + 0,03a 4,86 + 0,04a* 552 + 0,08a 4,80 + 0,07 a*
monocytogenes kakukkfti ND ND ND ND
majordnna ND ND ND ND
6,0 pH kontrol 549 + 0,05a 4,85 + 0,02a* 559 + 0,03a 4,87 + 0,01a*
kakukkfti ND ND ND ND
majoranna ND ND ND ND
8,5 pH kontrol 542 + 0,11a 489 + 0,03a* 561 + 0,03a 4,90 + 0,02a*
kakukkfti ND ND 3,04 = 0,02b 341 + 0,03b
majoranna 288 + 0,03b 247 + 0,03b 295 + 0,02b 336 + 0,02b
MSSA 4,5 pH kontrol 507 + 0,04a 4,06 + 0,02a* 505 + 0,0la 4,74 + 0,02a*
majoranna ND ND ND ND
6,0 pH kontrol 508 + 0,05a 3,99 + 0,03a* 508 + 0,02a 4,79 + 0,05a*
majoranna 2 44 + 0,03 b ND 4,02 + 0,01b 305 + 0,03b
8,5 pH kontrol 512 + 0,02a 4,09 + 0,01la* 502 + 0,08a 4,83 + 0,03a*
fahéj ND ND ND ND
kakukkfti ND ND 2,60 = 0,02b ND
majoranna ND ND ND ND
MRSA 4,5 pH kontrol 501 + 0,16a 451 + 0,02a* 501 + 0,03a 4,63 = 0,03a*
kakukkfii ND ND ND ND
6,0 pH kontrol 508 + 0,04a 455 + 0,04a* 505 + 0,04a 4,67 = 0,08a*
kakukkfi 302 + 0,03b ND 362 £ 0,01b ND
majoranna ND ND ND ND
8,5 pH kontrol 495 + 0,09a 458 + 0,09a* 501 + 0,06a 459 + 0,04 a*
fahéj ND ND ND ND
kakukkfii 325 + 0,04b ND 2,60 = 0,03b 232 + 0,03b

majoranna 342 + 0,04b 323 + 0,06b 393 + 009c 404 + 0,07¢c

ND: nem detektalhat6 feltapadt baktérium a feliileten;

A kiilonb6zd kisbetiik az egy baktériumra vonatkozd kezelések (beleértve a kontrollt is)

kozotti szignifikans eltéréseket mutatjak (p<0,05)

* a szignifikans kiilonbséget mutatja a biofilm sejtszamaban a biofilm kora alapjan (p<0,05).
Az 5. abran az E. coli sejtek altal képzett biofilmen lathatd a kakukkfiiolaj

ferttlenitd hatasa. A kakukkfiiolaj a 24 oras biofilmet még képes volt teljesen elpusztitani,

mig a 168 o6rason mar csak a sejtszamot tudta csokkenteni. A 168. o6rara ugyanis mar olyan

komplex EPS réteg alakulhatott ki, melyen az ill6olaj nem tudott megfeleld mértékben

athatolni és mikrobicid hatast kivaltani.
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5. abra. E. coli sejtek altal képzett biofilm fertStlenités elétt (a, €) és kezelés utan (b, d)
rozsdamentes acélon, akridin-narancsos festés utan. A biofilmek kora a és b abran 24 6ra,
mig a € és d abran 168 ora. A fert6tlenités paraméterei: hat6idé 10 perc, kakukkfii illdolaj

koncentracié 3,2 mg/ml, pH 4,5.
A 6. abra jol szemlélteti, hogy az egészségligyben is kockdzatot jelent6 MRSA
biofilmet a kakukkfiiolaj hogyan tudta megsziintetni. A fém feliileten a 168 6ras biofilm

Osszefliggd matrixot alkotott, amely a kezelés utan mar nem volt 1athat6 a feliileten.

6. abra. MRSA sejtek altal képzett biofilm fertdtlenités el6tt (a) és kezelés utan
(b) rozsdamentes acélon, akridin-narancsos festés utan. A biofilmek kora 168

ora. Fert6tlenités paraméterei: kakukkfii illéolaj koncentracio 12,5 mg/ml,
hat6id6 30 perc, pH 4,5.
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Az ipari lizembdl izolalt torzsek esetén is sikeriilt fertétlenité hatast elérniink az
alkalmazott feliileteken (22. tablazat). Itt sem tudtunk szignifikans kiilonbséget
megallapitani a fém és a mianyag feliileten torténé biofilm formalas kozott (p>0,05).
Statisztikailag azonban kiilonbség volt a sejtszamban a 24 és 168 oras biofilm esetén, a
168. orara a biofilmben az €l16sejtek szama kevesebb volt, melynek hatterében a biofilmek
mélyén 1évo sejtek pusztuldsa allhat, ebben a rétegben a legkevesebb az oxigén és a
tapanyag.

A két feliiletet 6sszehasonlitva a rozsdamentes acélon értiink el 6sszességében jobb
fert6tlenitési eredményeket. Megallapitottuk, hogy a 168 oras biofilmekre jobb hatasuk
volt az illdolajos fertétlenitdszereknek. Kivételt jelentett az Escherichia izolatum, ugyanis
ezen a baktériumon hatottak legkevésbé az illoolajos fertdtlenitdszerek. Ez a jelenség a
torzsgyijteménybdl szarmazo E. coli esetén is megfigyelhetd volt (21. tablazat). A 22.
tablazat adatai alapjan egyontetien elmondhatd, hogy a savas kémhatasu illdolajos
fertdtlenitdszer hatott jobban, ezek koziil is a majoranna illdola;.

Bae ¢és munkatérsai (2012) klor alapu fertdtlenitdszert vizsgaltak, ahol a S. aureus
sejtekbol képzett biofilm nem pusztult el 5 perces fert6tlenitési idé utan. Az altalunk
vizsgalt illoolajok esetében tobb iddre volt ugyan sziikség, de 100%-os hatast tudtunk
elérni. Chorianopoulos és munkatarsai (2008) egy novényi kivonatot és kiilonbozo
fert6tlenitdszereket hasonlitottak 0ssze, ahol a ndvényi kivonatnak jobb baktericid hatdsa
volt 5 napos L. monocytogenes, P. putida és Staphylococcus simulans biofilmen. Warnke
¢s munkatarsai (2009) kisérletiikben azt tapasztaltdk, hogy S. aureus sejtekbol képzett
biofilm elpusztitasahoz kétszer tobb hidrogén peroxid kellett, mint fahéj illéolaj. A
novényi kivonatok természetesek és ritkdn alakul ki rezisztencia elleniik, mivel
Osszetételiilkben az egyes kiszerelések kozott lehet kisebb aranyu valtozas (Sieniawska és
mtsi., 2013). Emellett fontos megemliteni, hogy az altalunk végzett kisérletekben 100%-0s
hatast tudtunk elérni olyan patogéneken, mint a S. aureus, az MRSA ¢és a L.
monocytogenes, mely baktériumok szamos ¢élelmiszer eredetii jarvany kitorésének
hatterében allhatnak és a korhazi fert6zések kozott is megjelennek (Bae és mitsi., 2012).
Ezen eredmények alapjan, az alternativ fert6tlenitdszernek savas kémhatasunak és

elsésorban majoranna illoolaj tartalmunak kell lennie.

61



22. tablazat. Biofilm eliminalas eredményei: ti1él baktériumszam (log CFU/cm?) ipari izolatumok esetén.

Feliilet Rozsdamentes acél Polipropilén
Biofilm kora (6ra) 24 168 24 168
atlag szoras atlag szoras atlag szoras atlag  szoras
Citrobacter sp. 4,5 pH kontroll 500 + 0,03a 442 + 0,07a* 502 + 0,08a 435 + 0,05a*
fahéjolaj 0,87 + 0,02b 1,32 + 0,01b 1,49 + 0,02b 1,43 + 0,03b
kakukkfiiolaj ND ND ND ND
majorannaolaj ND ND ND ND
6,0 pH kontroll 503 + 0,04a 4,29 + 0,03a* 500 + 0,08a 426 + 0,12 a*
fahéjolaj 0,67 =+ 0,02b 154 £+ 0,04b 1,88 £+ 0,02b 1,37 £+ 0,01b
kakukkfiiolaj 166 + 0,05c ND 1,37 + 001c ND
majorannaolaj ND ND 1,03 + 0,01c ND
Serratia sp. 4,5 pH kontroll 446 + 0,05a 431 + 0,04a 450 + 0,04a 439 + 0,05a
fahéjolaj ND ND ND ND
kakukkfiiolaj ND ND ND ND
6,0 pH kontroll 455 + 0,03a 425 + 02la 454 + 0,20a 447 + 0,06a
fahéjolaj 2,11 + 0,01b ND 1,19 £ 0,02b 1,28 + 0,03b
kakukkfiiolaj ND ND ND ND
Enterobacter sp. 4,5 pH kontroll 483 + 0,02a 451 £+ 0,04a 493 £+ 0,04a 471 £ 0,04 a*
fahéjolaj ND ND ND ND
kakukkfiiolaj ND ND ND ND
majorannaolaj ND ND ND ND
6,0 pH kontroll 497 + 0,04a 424 + 0,04a 503 £+ 0,04a 4,29 + 0,02a*
fahéjolaj ND ND 1,15 £ 0,01b 099 + 0,05b
kakukkfiiolaj ND ND 1,82 + 0,02c 165 £+ 0,02c
majorannaolaj ND ND 1,11 + 0,01b 1,09 + 0,03b
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22. tablazat folytatasa

Feliilet Rozsdamentes acél Polipropilén
Biofilm kora (6ra) 24 168 24 168
atlag szoras atlag szoras atlag szoras atlag szoras
Escherichia sp. 4,5pH kontroll 4,08 £ 0,06a 3,63 =+ 0,05a* 4,02 £ 0,04a 359 £ 0,10a*
fahéjolaj 1,11 + 0,03b 1,02 + 0,03b 1,21 + 0,04b 1,10 + 0,03b
kakukkfiiolaj ND ND ND ND
majorannaolaj ND ND ND ND
6,0 pH kontroll 409 £ 00la 3,55 + 0,03a* 409 £ 00la 3,52 £ 0,03a*
fahéjolaj 2,06 + 0,03b 2,12 £+ 0,04b 150 + 0,04b 247 £ 0,06b
kakukkfiiolaj 1,83 + 0,01c 249 + 0,06¢ 2,00 £+ 0,07c 2,15 £+ 0,03c
majorannaolaj ND ND ND ND
Pseudomonas sp. 4,5 pH kontroll 463 =+ 0,07a 438 + 0,09a 472 + 0,07a 446 + 0,02a
fahéjolaj ND ND ND ND
kakukkfiiolaj 1,23 £ 0,02b 1,01 + 0,03b 156 + 0,04b 1,14 + 0,02b
majorannaolaj ND ND ND ND
6,0 pH kontroll 459 £ 0,12a 445 £ 080a 4,70 £ 00la 462 + 0,03a
fahéjolaj ND ND ND ND
kakukkfiiolaj 189 + 007b 091 + 002b 219 + 0,04b 1,18 =+ 0,04b
majorannaolaj ND ND ND ND

ND: nem detektalhat6 feltapadt baktérium a feliileten;

A kiilonbo6z6 kisbetiik az egy baktériumra vonatkozo kezelések (beleértve a kontrollt is) kozotti szignifikans eltéréseket mutatjak (p<0,05)
* a szignifikans kiilonbséget mutatja a biofilm sejtszdmaban a biofilm kora alapjan (p<0,05).
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6.9. Az ipari és az illoolajos fertétlenitoszer osszehasonlitasa vegyes tenyészeten

A vegyes biofilmet alkotd baktériumok az €lelmiszer szektorban jelentés gondot
tudnak okozni, foként a nyers vagy készen vasarolt ¢élelmiszerek esetében kell nagyobb
kockazattal szamolni (Shi és Zhu, 2009; Srey és mtsi., 2009). A kisérleteinkben vizsgalt
baktériumok képesek voltak kozos biofilmet 1étrehozni. Huszonnégy ora elteltével a
legmagasabb sejtszamu biofilm a fa feliileten alakult ki, mig a leggyengébb biofilm képzés
a fém feliileten volt megfigyelhet6 (23.-24. tablazat). A 168 o6ras biofilmeknél mar nem
volt szignifikans kiilonbség a fém, milanyag és csempe feliileten kialakulo biofilmek
sejtszamaban (p>0,05). A feliiletek kozotti f6 kiilonbség a feliileti érdesség tobb szerzé
szerint, amely jelentdsen befolyasolja a sejtek kitapadasat (Kumar és Anand, 1998;
Phillips, 2016; Tuson ¢és Weibel, 2013). A fa feliileten végzett kutatdsok szdma elenyészd
(Aviat és mtsi.,, 2016), mig a csempe feliilettel kapcsolatban egyaltalan nem taldltunk
publikéaciot az altalunk ismert szakirodalomban. A kisérletek soran gyakran vizsgalt
feliiletek a kovetkezok: rozsdamentes acél (Chorianopoulos és mtsi., 2008; Desai és mtsi.,
2012; da Silva Fernandes és mtsi., 2015; Gomes és mtsi., 2016; Koo és mtsi., 2013;
Langsrud és mtsi., 2016; Soni és mtsi., 2013); milanyag (Desai és mtsi., 2012; Soni és
mitsi., 2013); szilikon (Ariani és mtsi., 2015; Gomes és mtsi., 2016).

Kisérleteinkben a baktériumok szama tobb volt a 24 6ras biofilmben, mint a 168
Orasban. A 7. abra foglalja 0ssze az egyes baktériumok aranyat a biofilmekben. A vegyes
populdciéban a baktériumok ardnya eltolédott a 168. ora végére a Gram negativ

baktériumok iranyaba (P. putida, E. coli).
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Fajok arianya (%) a biofilmben

24 168 24 168

SS Csempe
Biofilm kora (6ra)
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P.putida © S.aureus  L.monocytogenes ¥ E.coli

7. abra. A fajok ardnya (%) a vegyes tenyészetli biofilmben a 24. és a 168. 6raban.
PP: polipropilén, SS: rozsdamentes acél
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A 23.-24. tablazatban a 24 ¢és 168 oras vegyes tenyészetbol allo biofilmek
eliminalasi kisérletének eredményei lathatok. Az eredmények 6sszegzésével elmondhatjuk,
hogy savasabb kornyezetben az illoolajoknak jobb volt a fert6tlenit hatasuk, mint a lugos
kozegben. A PP, SS és csempe esetén szinte minden esetben teljes biofilm eliminaldst
értiink el az illoolajokkal. A fa feliiletrdl a baktérium matrix eltavolitasa nagyon nehéz volt
a feliilet egyenetlensége miatt, ebben az esetben csak szignifikans (p<0,05) sejtszambeli
csOkkenést értiink el a legtobb esetben (23.-24. tablazat). Rhoades és munkatarsai (2013)
hasonlé megallapitasra jutottak: oregané illoolajjal a fém feliileten jobb hatast értek el,
mint a mllanyag vagy fa feliileten.

A csempe felillet a fahoz hasonloan viselkedett, habar ebben az esetben a
baktériumok tobbségénél szignifikansan csokkent a sejtszam a kontrollhoz képest
(p<0,05). Csempe feliileten a fa feliilethez képes a L. monocytogenes és a S. aureus mar
nem volt jelen az illoolajos kezelések utan, sikeriilt elpusztitani ezen patogéneket.

Az eredmények alapjan altalanossagban felirhaté egy sorrend a kiilonb6zo
fertdtlenitok kozott: savas kémhatatast illoolajos ferttleniték > illdolajos fertdtleniték 6
pH-n, HC-DPE > lugos kémhatésu fertdtlenitok.

Egyontetiien megallapithato volt az is, hogy a lugos fert6tlenitészer jobban hatott az
L. monocytogenes sejtszamara, mint a savas. A baktériumok szama a biofilmben
kiilonb6z6é volt. Mivel a biofilm egy haromdimenzios képzddmény, ennek megfeleléen
masok a kornyezeti viszonyok a feliileten €s a biofilm belsejében. Feliilrdl lefelé haladva
csokken az oxigén €s a tapanyagok mennyisége, igy mikroaerofil kornyezet alakul ki a
biofilm aljan (Gupta és mtsi., 2016). Giaouris és munkatarsai (2015) tanulmanyaban a
haromfajos vegyes tenyészet esetén az E. coli volt legnagyobb aranyban megtalalhat6 a L.
monocytogenes és a S. enterica mellett. A mi kisérletiinkben is, a fiatal és érett biofilmben
egyarant, az E. coli volt nagyobb aranyban jelen a tobbi baktériumhoz képest.
Chorianopoulos ¢és munkatarsai (2008) megallapitottak, hogy a vegyes biofilmben
versengés van a tapanyagért, emiatt a P. putida volt jelen a legnagyobb sejtszammal a
matrixban, utana a Listeria és a Salmonella fajok, mig a Lactobacillus fermentum
detektalasi szint alatt (0,03 log CFU/ml) maradt. Ez az altalunk kapott eredményeket is

alatamasztja, mivel a P. putida az E. coli-val szinte hasonl6 sejtszamban volt jelen.
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23. tablazat. 24 o6ras biofilm eliminalas eredményei: ti1él6 baktériumszam (atlag +széras log CFU/cm?) vegyes tenyészet esetén és baktériumonként.

) 4,5 pH 6,0 pH 8,5 pH
Baktérium Kontroll HC-DPE - - - - -
Fahé;j Majoranna Kakukkfii Fahéj Majoranna Kakukkfii Majoranna Kakukkfii
B S.a 3,67+0,04 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
E P.p 3,99+0,02 ND ND ND ND ND ND ND 3,84 +0,05 2,95 +0,09
v Ec 4,05+0,03 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
L.m 3,51+£0,01 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Osszes 4,40 +0,08 a ND ND ND ND ND ND ND 3,87 +0,10 b 3,02 +0,11 c#
B Sa 3,70+0,03 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
;73 P.p 4,12+0,02 ND ND ND ND ND ND ND 3,67 +0,15 2,74 +£0,06
e Ec 4,29 +0,03 ND ND 3,40 £0,09 ND ND ND ND ND ND
L.m 3,60+0,03 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Osszes 4,6+0,04a ND ND 3,41+0,14b ND ND ND ND 3,68 £0,16 b 2,75 0,07 c#
5 S.a 3,82+0,01 3,28 40,03 ND ND ND ND ND ND 3,49 +0,03 ND
;73 P.p 4,25+40,03 3,66 +0,02 ND ND ND ND ND ND 3,18 £0,07 ND
g Ec 4,43 £0,02 3,89 0,06 3,70 £0,04 3,67 £0,05 3,74 +0,03 3,61 £0,05 2,99 +0,04 3,60 £0,06 4,33 +0,02 4,68 £0,03
g L.m 3,83+0,04 2,72 40,02 ND ND ND ND ND ND 3,76 £0,01 ND
“ Osszes 4,81 40,06 a 4,13 +0,06 b*# 3,76 0,17 b* 3,71+0,07 b* 3,82 +0,02 b* 3,61 +0,09 b* 2,98 +0,07 ¢* 3,67 +0,05 b* 4,81 ++0,03 a* 4,73 +0,04 a*#
5 S.a 4,23 40,05 3,82 40,05 ND ND ND ND ND ND 3,88 £0,06 4,12 £0,02
;73 P.p 4,39 40,06 3,97 +0,02 3,4 +0,02 3,08 £0,04 ND 4,03 +0,09 4,11 +£0,07 4,19 +£0,05 4,34 +0,03 4,34 +£0,04
s Ec 4,61 £0,02 4,01 +0,05 4,1 £0,05 3,34 +0,07 3,41 £0,05 4,02 +0,04 4,22 0,04 4,25 +0,06 4,54 £0,03 4,56 +£0,02
L.m 4,15+40,03 3,60 +0,04 ND ND ND ND ND ND 3,72 +0,05 3,95 +0,03
Osszes 513+0,10a 4,44 +0,09 b*# 4,18 +0,12 b* 3,45+0,07 c* 3,41 +0,06 c* 4,21 +0,06 b* 4,32 +0,08 b* 4,51 0,09 b* 4,95 +0,06 a* 5,05 +0,06 a*#

S. a: S. aureus, P. p: P. putida, E. c: E. coli, L. m: L. monocytogenes. SD: szdras; ND: nem detektalhat6 feltapadt baktérium a feliileten; a kiilonb6z6 kisbetiik az egy
baktériumra vonatkozo kezelések (beleértve a kontrollt is) kozotti szignifikans eltéréseket mutatjak (p<0,05); *: a szignifikans kiilonbséget mutatja a feliiletek kozott;
#: a szignifikans kiillonbséget mutatja a kiilonb6z6 kezelések dsszessége kozott (HC-DPE - 4,5 pH — 6,0 pH - 8,5 pH) (p<0,05).

66



24. tablazat. 168 oras biofilm eliminalas eredményei: tilélé baktériumszam (4tlag +szoras log CFU/cm?) vegyes tenyészet esetén és baktériumonként.

_ 4,5 pH 6,0 pH 8,5 pH
Baktérium Kontroll HC-DPE - - - - -
Fahé;j Majoranna Kakukkfii Fahé;j Majoranna  Kakukkfii Majoranna Kakukkfii
k> S.a 2,82+0,02 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
;Tj P.p 4,12+0,03 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
% E.c 3,93+0,06 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
L.m 2,54+0,04 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Osszes 4,32+0,12 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
k> S.a 3,11 +0,08 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
;73 P.p 4,21 £0,07 ND ND ND ND ND ND ND 2,65 £0,04 ND
& E.c 4,00+£0,08 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
L.m 2,91+0,07 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Osszes 4,45 +0,07a ND ND ND ND ND ND ND 2,72 £0,07 b* ND
k> S.a 3,40 0,02 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
g P.p 4,21 40,02 3,52 +0,01 3,02 0,01 3,71 £0,09 3,78 £0,05 3,01 +£0,03 2,86 £0,06 2,56 £0,02 4,09 £0,04 3,64 £0.05
‘é& E.c 4,08 £0,06 3,30 +0,03 2,87 £0,05 3,01 +0,07 3,09 +£0,07 2,97 £0,08 2,81 +0,02 2,23 £0,05 4,23 £0,08 ND
g L.m 3,23+0,04 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Osszes 4,51 40,03 a 3,69 +£0,06 b* 3,18 0,03 c* 3,76 +0,09 b* 3,85 +0,04 b* 3,12 +0,06 c* 3,02 £0,04 c* 2,68 +0,07 d* 4,36 £0,06 a* 3,64 £0,05 b*#
k> S.a 4,00 £0,03 3,41 £0,07 1,78 £0,04 1,54 £0,01 1,62 +£0,03 4,02 +£0,06 3,99 £0,03 3,72 +£0,05 3,78 +£0,03 2,81 +£0,07
g P.p 4,41 £0,06 4,19 +£0,05 4,14 £0,03 3,91 +0,05 4,13 £0,05 4,42 +0,0,3 4,21 +£0,05 4,11+0,09 4,23 £0,05 4,00 £0,05
£ E.c 4,35+0,04 4,12 +0,04 4,00 £0,03 4,01 +£0,03 4,34 +0,07 4,25 £0,08 4,32 +0,06 4,05 +0,07 4,21 £0,03 3,93 +0,09
L.m 3,71 £0,04 3,49 £0,05 3,77 £0,07 3,71 £0,06 3,91 £0,03 3,96 +£0,10 3,81 +0,06 3,61 +0,03 3,63 +£0,08 2,14 £006

Osszes 4,84 +0,05 a 4,55+0,05b* 4,52 +0,03 b* 4,31 +0,06 c* 4,72 £0,05 a* 4,89 +£0,09 a* 4,73 £0,07 a* 4,23 +0,05 c* 4,72 £0,09 a* 4,22 +0,18 c*

S. a: S. aureus, P. p: P. putida, E. c: E. coli, L. m: L. monocytogenes. SD: szoras; ND: nem detektalhato feltapadt baktérium a feliileten; a kiilénb6zé kisbetiik
az egy baktériumra vonatkozo kezelések (beleértve a kontrollt is) kozotti szignifikans eltéréseket mutatjak; a * a szignifikans kiilonbséget mutatja a feliiletek
fert6tlenitése kozott; a # a szignifikans kiilonbséget mutatja a kiilonb6z6 kezelések dsszessége kozott (HC-DPEE - 4,5 pH — 6,0 pH - 8,5 pH)
(p<0,05).
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Az eredményeink szintén igazoltak azt az alap megfigyelést, miszerint a Gram-
negativ baktériumok ellenallobbak, mint a Gram-pozitiv baktériumok (Burt, 2004; Lebert
és mtsi., 2007; Nazzaro ¢és mtsi., 2013, Oussalah és mtsi., 2007). A két Gram-negativ
baktérium nagyobb aranyban volt jelen a biofilmben, mint a két Gram-pozitiv izolatum.
Lebert és munkatarsai (2007) mas eredményt kaptak, az 1 és 2% tartalmt Satureja thymbra
illoolajjal torténd 1 oras kezelés hatasara a Gram-negativ baktériumok (Pseudomonas fragi
és E. coli) elpusztultak a vegyes biofilmben, mig a Gram-pozitiv baktériumok taléltek (S.
aureus ¢és L. monocytogenes). Ennek a kiilonbségnek a hatterében az illoolajok kiilonb6z6
Osszetétele és a baktériumok eltérd érzékenysége ezekre az sszetevokre, allhat. A Satureja
thymbra {6 Osszetevdje a fenolos tipust karvakrol; ez az Osszetevl egyaltalan nem volt
jelen az altalunk vizsgalt illoolajokban.

A Kkisérletiink soran alkalmazott ipari fertétlenitoszer is sikeresen eltavolitotta a
biofilmet a fém és milanyag feliiletrdl, de a csempérdl €s farél mar nem tudta.

Ezen eredmények alapjan a 24 oOrés biofilm esetén a kakukkfiiolajos savas
fertdtlenitdszer hatott jobban, mig a 168 6rds matrix esetén pedig a fahéjolaj alapu
fertdtlenitdszer. Jelen kutatds alapjdn kimondhat6, hogy a savas pH-ju (4,5 pH) illoolajos
alternativ fertétlenitOszerek hatdsosabbnak bizonyultak a vegyes biofilm ellen, mint egy
jelenleg is hasznalt élelmiszeripari fert6tlenitd. Ezek alapjan lehetségesnek tartjuk egy

illoolaj(ok)on alapul6 természetbarat fertotlenitdszer kifejlesztését.

6.10. A fertétlenitoszer optimalizalasa

A Box-Behnken kisérlettervezés soran a program altal generalt kisérletek elvégzése
tortént meg, mely adatokbol és diagramokrol leolvashatoak voltak az optimalizalt
paraméterek. A megbizhatosag eredményeit az E. coli és a L. monocytogenes altalanos
modell organizmusok esetén miianyag feliileten a 25. tablazat tartalmazza és a kapott

értékek alapjan a modellek hasznalhatoak voltak optimalizalasra.
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25. tablazat. Az optimalizalasi kisérlet megbizhat6sagi eredményei (p érték,
illeszkedés, zavaro tényezok) €s az illesztheté matematikai modell fahéj-, kakukkfii- és
majoranna illoolaj esetén polipropilén feliileten kialakult biofilmek ellen.

Baktérium Ml6olaj pvalue R?  ap**  Modell

E. coli kakukkfii 0,0028 0,93 10,46 négyzetes
majoranna 0,0083 0,90 7,97 négyzetes
fahé; 0,0041 0,94 12,37 négyzetes

L. monocytogenes  kakukkfti 0,0341 0,84 6,22 négyzetes
majoranna 0,0016 0,95 13,44 négyzetes
fahéj 0,0027 0,65 9,57 linearis

*R2: determindcios egyiitthatd, **ap: jel-zaj arany.

A program 4ltal generalt valtozok kombindcidja alapjan elvégzett kisérletek
paramétereit ¢s az elért eredményeket a 26. tablazat foglalja 0ssze. A 8.-9. abran a
kisérlettervezés soran elvégzett kisérletek eredményei lathatdéak grafikusan, melyekrol
leolvashatok az optimalis paraméterek. Az abrakon a piros pontok (design point) az egyes
paraméterek szélsé és a kozépértékeit jelzik, melyek egy-egy kisérletre osszeadva 17
részkisérletbdl alltak, egyes pontok tobb mérést is rejtenek magukban.

Az eredményeket 0sszegezve megallapithatjuk, hogy az illéolajok egyszeres MBC
koncentracioban alkalmazva nem voltak hatdsosak a 24 6ras biofilmeken, mivel til hossza
a fert6tlenitési id6 ipari hasznalatra (8.-9. abra). Az abrakon jol lathato, hogy az E. coli
esetén a savas, mig L. monocytogenes esetén a savas ¢s a semlegeshez kozeli pH-n érhetd
el teljes sejtpusztulas (sotétkék teriilet). Fahéj illoolaj esetén nem kaptunk optimalis
paramétereket (a legmagasabb koncentracid esetén sem volt teljes biofilm eliminalés) L.
monocytogenes esetén.

Minden esetben a 10 perces hat6idohoz tartozd paramétereket hataroztuk meg a
fert6tlenitéshez, ahol mar nem volt €16 sejtszam a felilleteken (sotétkék rész a 8.-13.
abrakon). Az optimalis koncentraciok illoolajonként és baktériumonként valtoztak, de
egyik esetben sem haladta meg a 16 mg/ml-t. Ezek a kovetkez6k voltak:

E. coli: fahéjolaj — 1,2 mg/ml, 4,5 és 7,5 pH-nal is; majorannaolaj - 4,5 mg/ml, pH 4,5-nél;
L. monocytogenes: majorannaolaj - 14,5 mg/ml 4,5 pH-nal, 14,0 mg/ml 6,0 pH-nal és 13,5
mg/ml 7,5 pH-nal.
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26. tablazat. Box-Behnken modell matrix a fiiggetlen valtozok szintjeivel és a hozzajuk

tartozo eredmények polipropilén feliileten 24 6ras biofilm esetén.

L. monocytogenes

A / koncentracié (mg/ml) B/id6 C/ Sejtszam (logio CFU/cm?)
Kal.(Uk,kquIaJ.’ Fahéjolaj (min) - (pH) Kakukkfiiolaj Majorannaolaj Fahéjolaj
majorannaolaj
6,3 1,6 10 6,0 4,08 4,20 4,43
60 4,5 3,00 4,15 4,36
60 7,5 2,90 3,95 4,30
110 6,0 3,48 3,70 3,85
12,5 3,2 10 4,5 3,30 ND 3,38
10 7,5 3,00 ND 4,30
60 6,0 3,95 ND 4,15
60 6,0 3,70 ND 4,18
60 6,0 3,78 ND 4,04
60 6,0 3,90 ND 4,18
60 6,0 3,95 ND 4,26
110 4,5 ND ND 4,32
110 7,5 ND ND 4,08
18,9 4,8 10 6,0 ND ND 4,23
60 4,5 ND ND 4,00
60 7,5 ND ND 3,90
110 6,0 ND ND 3,78
E. coli
1,6 0,4 10 6,0 3,95 4,26 4,15
60 4,5 ND ND 3,90
60 7,5 3,85 4,00 3,70
110 6,0 ND 3,78 3,95
3,2 0,8 10 4,5 ND 2,48 3,48
10 7,5 3,70 4,04 3,36
60 6,0 3,60 4,08 3,85
60 6,0 3,70 4,00 3,70
60 6,0 4,48 4,18 3,90
60 6,0 3,60 4,08 3,85
60 6,0 3,70 4,04 3,78
110 4,5 ND ND ND
110 7,5 ND 3,60 3,15
4,8 1,2 10 6,0 3,48 3,95 3,48
60 4,5 ND ND ND
60 7,5 ND 3,78 ND
110 6,0 ND ND ND

ND: nem mutathato ki él6sejt a feliileten.
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8. abra. E. coli biofilm t11é18 sejtszamanak valtozasa (CFU/cm?) polipropilén feliileten
kakukkfii illoolajjal végzett optimalizalasi kisérletekben kiilonbozd pH értékeken (A: pH
4,5; B: pH 6,0; C: pH 7,5). A rdozsaszin csillag a fert6tlenitéshez megallapitott optimalis

koncentraciot jelzi (3,5 mg/ml).
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9. abra. L. monocytogenes biofilm talélé sejtszamanak valtozasa (CFU/cm?) polipropilén
feliileten a kakukkfii illoolajjal végzett optimalizalasi kisérletekben kiilonb6z6 pH
értékeken (A: pH 4,5; B: pH 6,0; C: pH 7,5). A rdzsaszin csillag a fert6tlenitéshez
megallapitott optimalis koncentraciot jelzi. (pH 4,5: 18 mg/ml; pH 7,5:15 mg/ml).

Vegyes tenyészet esetén milanyag feliileten mar 10 perc is elég volt 12,5 mg/ml

crer

crer

fert6tlenitéshez 15 perces hatdidével. Mindkét esetben az eredmények szignifikdnsak
voltak (p<0,05), az eldrejelzés paraméterei is az elfogadhatdsagi hataron és/vagy felett
voltak (27. tablazat). A fahéjolaj esetén is megfeleld volt az optimalizalas, a kakukkfiiolaj
p értéke miianyag feliileten 0,05 felett volt, ennek ellenére elvégeztiik a kisérleteket. A
kakukkfiiolajjal kapott eredmények a 28. tablazatban azt mutattak, hogy hatasos volt az

crer
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oldatnak is hatnia kellett 10 perc alatt, igy ezzel a kombinacioval dolgoztunk a

tovabbiakban kakukkfiiolaj esetén.

27. tablazat. Az optimalizalasi kisérlet megbizhatosagi eredményei (szignifikancia,

illeszkedés, zavard tényezok) €s az illesztheté matematikai modell fahéj-, kakukkfii- és

majoranna illoolaj esetén PP és fa feliileten kialakult vegyes biofilm fert6tlenitésére.

Felillet  Ill6olaj Szignifikancia Jel-zaj arany R? Modell

Mianyag kakukkfti >0,05 - - -
majoranna 0,024 6,4 0,91 négyzetes
fahé; 0,002 18,1 0,97 négyzetes

Fa kakukkfi 0,003 11,9 0,75 linearis
majoranna 0,011 9,3 0,90 négyzetes
fahéj 0,003 17,8 0,96 négyzetes

28. tablazat. Box-Behnken modell matrix a fliggetlen valtozok szintjeivel és a hozzajuk
tartozo eredmények 24 6ras vegyes biofilm és PP feliilet esetén.

A/ koncentracid B/ C/ Sejtszam (logio CFU/cm?)

(mg/ml) idé6  pH

Kakukkfiiolaj, Fahéjolaj (min) Kakukkftiolaj Majorannaolaj Fahéjolaj

majorannaolaj Fa Polipropilén Fa Polipropilén Fa Polipropilén

12,5 1,6 10 6,0 523 3,60 511 4,00 4,95 4,23
20 45 4,18 ND 4,60 ND 4,08 3,95
20 7,5 4,26 ND 4,90 3,78 4,15 4,11
30 6,0 420 ND 4,95 3,95 4,18 4,08

56,3 7,2 10 45 4,15 ND 3,70 ND 3,78 3,65
10 75 4,20 ND 4,97 4,04 3,95 4,08
20 6,0 4,08 ND 4,15 4,00 4,00 4,00
20 6,0 411 ND 4,11 3,95 4,11 3,95
20 6,0 420 ND 4,26 3,97 4,15 3,92
20 6,0 4,08 ND 4,20 3,92 4,15 4,03
20 6,0 4,04 ND 4,32 4,04 4,08 3,97
30 45 395 ND ND ND 3,48 ND
30 7,5 4,00 ND 4,85 3,91 3,70 3,90

100 12,5 10 6,0 4,15 ND 4,28 ND 3,90 3,95
20 45 3,85 ND ND ND ND ND
20 7,5 4,00 ND 4,32 ND 3,78 3,78
30 6,0 4,04 ND ND ND 3,90 3,90

ND: nem mutathato ki él6sejt a feliileten.

A 10.-13. abrak jol szemléltetik, hogy minél alacsonyabb pH-ju a fertétlenitészer,

annal hatasosabb volt. A fa és milanyag feliilet fert6tlenitése soran alkalmazando
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természetes fertdtlenitészer koncentracid kozott majdnem Otszords kiilonbség  volt

majordnna illoolaj esetén (10.-11. abra).

A B
) —~
5, 2
& 20 é
Ne) -
= S
Koncentracié (mg/ml) Koncentracié (mg/ml)

30

C
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15

11000
0 (CFU/cm?)

125 30 475 65 825 100

Koncentracié (mg/ml)

10. abra. Majoranna illoolaj hatasa a 24 6ras vegyes biofilmen PP feliileten kiilonb6z6é pH-
ju oldatok esetén (A: pH 4,5; B: pH 6,0; C: pH: 7,5). A rozsaszin csillag a fert6tlenitéshez
megallapitott optimalis koncentraciot jelzi (12,5 mg/ml; 4,5 pH-nal).
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11. abra. Majoranna ill6olaj hatasa a 24 6ras vegyes biofilmen fafeliileten kiilonb6z6 pH-
ju oldatok esetén (A: pH 4,5; B: pH 6,0; C: pH: 7,5). A rozsaszin csillag a fert6tlenitéshez

megallapitott optimalis id6t és koncentraciot jelzi (4,5 pH; 60 mg/ml; 15 min).
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A kakukkfliolajos oldat esetén az optimalizalas soran fa feliiletre nem tudtunk

megallapitani megfeleld fertdtlenitészert, mivel az optimalis koncentracid nagyobb lett

volna, mint 100 mg/ml (12. &dbra), mely gazdasagi oldalrol nézve nem koltséghatékony.

Id6 (perc)

1d6 (perc)

Koncentracié (mg/ml)

1d6 (perc)

18000
I?unn (CFU/cm?)

Koncentracié (mg/ml)

12. abra. Kakukkfii ill6olaj hatasa a 24 oras vegyes biofilmen fafeliileten kiilonb6z6 pH-ju
oldatok esetén (A: pH 4,5, B: pH 6,0; C: pH: 7,5).

A fahé¢j illdolaj esetén fa és milanyag feliileten is tudtuk optimalizalni az ill6olajos
fertotlenitészer paramétereit 12,5 mg/ml, a pH 4,5 volt, 28 perc kellett a fa feliilet
fertotlenitéséhez, mig 19 perc kellett a polipropilénhez (13. abra).

A kisérlettervezés soran kapott fertdtlenitési paramétereket (pH, id6, koncentracio)
ellendriztiik 24 és 168 oras biofilmek fertdtlenitése sordn mind a 4 fajta feliileten, ahol az
illoolajos fertdtlenitdszerek sikeresen eltdvolitottdk a biofilmeket, kivétel a fa feliiletrdl,
ahol 95-98%-os hatast eredményeztek. Az Gsszehasonlitasként hasznalt Brandolin feliileti

fertotlenitd csak 40-61%-os és a HC-DPE 55-87%-0s hatassal rendelkezett. Ezek alapjan
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az illoolaj alapu fertdtlenitdszer jo alternativaként alkalmazhato lehetne ipari hasznalatra

is.
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13. abra. Fahé;j illoolaj hatasa a 24 6ras vegyes biofilmen fa (A, B, C) és PP (D, E, F)
feliileten kiilonb6z6 pH-ju oldatok esetén (A, D: pH 4,5, B, E: pH 6,0; C, F: pH: 7,5). A
rozsaszin csillag a fertdtlenitéshez megéllapitott optimalis 1d6t és koncentraciot jelzi.
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6.11. Elekronmikroszkdpos felvételek

Az elektronmikroszkopos felvételekkel is jol lehetett bizonyitani az ill6olajok
fertdtlenitd hatdsat milanyag feliileteken kialakult biofilmeken. A 14. abran az lathato,
hogy a mtianyag feliileten a kakukkfiiolajos fert6tlenités utan eltint a 24, illetve 168 o6ras

L. monocytogenes biofilm.

P

;W;—‘ | |’\'»‘| () S R S —

6.0kV 12.0mm x1.80k SE(U) 30.0um 20.0um

6.0kV 12.0mm x1.80k SE(U) 6.0kV 12.0mm x1.80k SE(U)

14. abra. Pasztazo elektonmikroszkopos felvételek 24 (A, C) és 168 oras (B, D) L.
monocytogenes polipropilénen kialakult biofilmekrél kakukkfiiolajos fertétlenités el6tt (A,
B) és utan (C, D).

A 15. abran majoranna ill6olaj hatasa lathat6 E. coli sejtekre. Néhany helyen mar
csak a felgylir6dott, tires sejtfal lathato, de az ép sejtek sem mutatnak szabalyos sejtalakot.

Némelyik hosszabb az atlagnal, a sejtfal lathatdoan nem €p, néhol hidnyos.
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15. abra. Pasztazo elektonmikroszkopos felvétel E. coli sejtekrél majoranna illoolajos
kezelés utan.

A 16. abra jol szemlélteti mind a 3 illdolaj hatasat a vegyes biofilmeken. Az A és D
képen latszik a termelt EPS is. A B és C képeken roncsolt sejtfala sejtek lathatok, ahol a
citoplazma részben vagy egészben kifolyt a sejtbdl. Ezen képek nagyszerli bizonyitékai az

illéolajok sejtpusztitd hatdsanak.

16. abra. Pasztazé elektonmikroszkopos felvételek 168 oras vegyes biofilmrél fert6tlenités
el6tt (A) (5000x nagyitasban), majorannaolajos kezelés utan (B) (5000x nagyitasban),
fahéjolajos kezelés utan (C) (15000x nagyitasban) és kakukkfiiolajos fert6tlenités utan (D)
(15000x nagyitasban).
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7. Osszefoglalas

A bakterialis biofilmek allandé szennyezési forrast jelentenek az €lelmiszeriparban,
ezért eltavolitdsuk kiemelkeddéen fontos. A biofilmekben ¢él6 sejtek ellendllobbak a
fert6tlenitoszerekkel szemben, amit a sejtek altal kivéalasztott, a biofilmet koriilvevd
extracellularis polimerekbdl allo (EPS) réteg is segit. Ez a réteg fizikai és kémiai védelmet
is jelenthet; a fertdtlenitdszerek nem tudnak athatolni rajta, illetve a haromdimenzios
biofilm felsé rétegében mar hatasukat vesztik, igy a mélyebben fekvd sejtek talélhetnek.
Az élelmiszeriparban hasznalhato fertdtlenitészerek szama  élelmiszerbiztonsagi
meggondoldsok miatt korlatozott, ezért sziikség lehet 1j, alternativ megoldasokra. A
novényi hatéanyagokon alapuld szerek nagy el6nye, hogy természetes anyagok, igy
felhasznalasuk elnyerheti a fogyasztok tetszését is.

Kutatasunk {6 célja olyan természetes, illdolaj alapu fertdtlenitoszerek kifejlesztése
volt, melyek hatékonyan képesek eltavolitani a bakterialis biofilmeket kiillonb6z6, az
¢élelmiszeriparban hasznalatos feliiletekrol.

1/ Vizsgélataink soran a boroka-, citrom-, fahéj-, kakukkf{i-, majoranna- ¢és
muskotalyzsalya illoolaj hatasat vizsgaltuk élelmiszerszennyez6 baktériumokon (E. coli, P.
putida) és élelmiszer eredetli korokozokon (B. cereus, B. subtilis, L. monocytogenes, S.
aureus). Vizsgaltunk még egy vegyes tenyészetet is, amit az E. coli, P. putida, L.
monocytogenes, S. aureus egy-egy aranyu keverésével hoztunk létre, valamint a klinikai
jelentéségii methicillin rezisztens S. aureus-t (MRSA) is. A torzsgyljteménybdl szarmazo
baktériumok mellett bevontuk a vizsgalatba az altalunk élelmiszeriparbdl izolalt és
nemzetség szintig meghatarozott baktériumokat is. Az izolatumok a Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Pseudomonas és Serratia nemzetségbe tartoztak.

A vizsgalt illdolajok koziil a bordka-, citrom- és muskotalyzsalya-olaj a legtobb
baktériumon hatastalannak bizonyult vagy 100 mg/ml feletti MIC értékkel rendelkezett,
igy ezeket az illdolajokat kihagytuk a tovabbi vizsgilatokbol. Osszességében a Gram-
negativ baktériumok, illetve az élelmiszeriparbol izolalt baktérium toérzsek ellenallobbnak
bizonyultak az illéolajokkal szemben. Vegyes populacid esetén a populacid egészére
vonatkoz6 MBC ¢érték megegyezett a legellenallobb baktériumhoz tartoz6 MBC
értékekkel. Az illdolajok igen hatékonyak voltak az MRSA-val és L. monocytogenes-szel

szemben.
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2/ Az illdolajok kolcsonhatasait vizsgalva megallapitottuk, hogy a legjobb
eredményeket akkor értiikk el, ha legaldbb az egyik illoolaj tartalmazott fenolos jellegi
Osszetevoket, mint amilyen a timol a kakukkfiiolajban.

A legtobb esetben additiv vagy szinergista hatast értlink el, kivéve az
¢lelmiszeriparbol izolalt Enterobacter torzs esetében, ahol az illoolajok rontottak egymas
hatasat, antagonizmus 1épett fel. A Gram-negativ baktériumok a keverékekkel szemben is
ellenallébbnak mutatkoztak.

3/ Az illbolajok szubletalis koncentracidban szignifikansan csokkentették a
rozsdamentes acélra ¢és polipropilén feliiletre letapadt baktériumok szamat. Egyes
esetekben teljes gatlast értliink el, azaz a vizsgalt négy ora idGtartam alatt a sejtek nem
voltak képesek kitapadni.

A feliilet maga nem befolyasolta a baktériumok tapadasi képességét, mig az
¢lelmiszermaradvanyokkal vald szennyezettség nagymértékben eldsegitette a baktériumok
tapadasat, ezaltal rontotta az illoolajok gatld hatasat. Elsdsorban a fehérje jellegt
szennyez6dések okoztak a gatld hatas csokkenését, mivel ezek képesek az aldehides
ill6olaj OsszetevOket, mint a fahéjaldehid, kovalensen kotni. Ha a fehérjéket eltavolitottuk a
szennyezO6désbol, a gatld hatas visszatért. A baktériumok kozil itt is az élelmiszeriparbol
izolalt Enterobacter t6rzs mutatta a legnagyobb ellenallast.

4/ Az illoolajok baktericid kinetikajat az illdolaj koncentracio és a fert6tlenit6 oldat
pH-janak fliggvényében vizsgaltuk. Az iparban is alkalmazhaté rovid pusztulasi id6
eléréséhez a 24 Oras baktericid koncentracio két-hdromszoros értékére, illetve az oldat pH-
janak savas vagy lagos iranyban val6 eltolasara volt sziikség.

5/ A baktériumpusztulasi kinetika vizsgalatokban megkapott paraméterek
(koncentrécio, id6, pH) felhaszndldsdval megkiséreltiik a miianyag és rozsdamentes acél
feliileteken kialakitott éretlen, 24 oras, és érett, 168 oras, biofilmek eltavolitasat. A
ferttlenités jobb hatdsu volt fém feliileten, mint milanyagon. Az érett biofilmek
eltavolitasa, illetve sejtszam csokkentése konnyebb volt, ami taldn a tapanyagforrasok
kimeriilésével és a toxikus anyagok felhalmozodasaval is kapcsolatban lehet. A legjobb
hatést, azaz a biofilmek teljes megsziintetését majoranna illdolajjal értiik el savas pH-an, de
a tobbi illdolaj is savas pH-n mutatta a legjobb hatast. Savas pH-n a legtobb illoolaj
Osszetevé nem-disszocialt allapotban van, illetve er6sen hidroféb, ami lehetévé teszi
szamukra, hogy atjussanak a baktériumok sejthartyajan és zavart okozzanak a normal

sejtmiikodésben.
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6/ TIlloolajok segitségével eltavolitottuk, illetve gyengitettik a négy fajbol
létrehozott vegyes biofilmet rozsdamentes acél, polipropilén, csempe és fafeliileten. Az
iparban ¢és a haztartasokban ritkan alakulnak ki egyfaji biofilmek, sokkal jellemzdbbek a
vegyes kozosségek. A haztartasokban a mikrobialis szennyezddés egyik {6 forrasa lehet a
fa vagodeszka, ezért ezt a feliiletet is modelleztik a kisérletekben. Itt is a savas pH
bizonyult hatasosabbnak, de a fafeliiletr6] nem minden esetben tudtuk eltavolitani a
biofilmet.

7/ A Box-Behnken kisérlettervezési modszer segitségével optimalizaltuk az
alkalmazni kivant illoolaj alapu fertdtlenitészert, amely alkalmas rozsdamentes acél,
polipropilén, csempe és fafeliileten kialakult, egy- és tobbfaju biofilmek eltavolitasara.

Az altalunk ajanlott természetbarat, alternativ antibakterialis oldat majoranna- vagy
fahéj illoolaj alapu, savas kémhatastt (pH 4,5). Figyelembe véve a legnehezebben
fert6tlenithetd fafeliileteket az ajanlott illdolaj koncentracid 60 mg/ml majorannaolaj és
12,5 mg/ml fahéjolaj esetében, ha haztartasokban is kivanjak hasznalni a fert6tlenitdszert.

A fertdtlenitési id6 feliilettdl fiiggden 10 és 30 perc kozott valtozik.
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8. Summary

Bacterial biofilms present a continuous source of contamination in food industry,
their removal is, hence, of especial importance. Cell living in the biofilms are more
resistant to disinfectants which is supported also by a layer of extracellular polymers
(EPS), secreted by the cells, surrounding the biofilm. This layer can provide physical and
chemical protection; disinfectants cannot penetrate it or lose their activity within the
uppermost layer of the three-dimensional biofilm, and so the cells in deeper layers can
survive. The number of disinfectant usable in food industry is rather limited due to food
safety reasons that is why novel, alternative solutions may be required. Agents based on
phytochemicals have the great advantage of being of natural origin, and their use is likely
acceptable also for the consumers.

The main aim of our research work was to develop natural disinfectants based on essential
oils that can efficiently remove bacterial biofilms from various surfaces used in food
industry.

1/ In our studies, the effect of juniper-, lemon-, cinnamon-, thyme-, marjoram-, and
clary sage essential oils was examined on food spoilage bacteria (Escherichia coli,
Pseudomonas putida), and on pathogens of food origin (Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus). A mixed culture (E. coli, P. putida, L.
monocytogenes and S. aureus in equal proportions), and a clinically relevant methicillin
resistant S. aureus (MRSA) was also investigated. Beside bacteria from the
microbiological collection, bacteria isolated by us from food industrial sources, identified
at genus level, were also included in the studies.

The isolates belonged to the genera Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,
Pseudomonas and Serratia.

From the essential oils investigated, juniper-, lemon- and clary sage oil showed no
effect on most of the bacteria or had minimal inhibitory concentration (MIC) over 100
mg/mL, so these were omitted from further work. Generally, Gram-negative bacteria and
imdustrial isolates were more resistant to the essential oils. In case of mixed population,
the minimal bactericidal concentration (MBC) of the whole population was equal to that of
the most resistant bacterium. Essential oils were very efficient also against MRSA and L.

monocytogenes.
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2/ By examining the interactions of the essential oils it was found that the best
results could be obtained if at least one of the oils had a phenolic component, such as
thymol in thyme oil.

In most cases, additive or synergistic effect was achieved, except for the isolated
Enterobacter strain in which case the essential oils diminished the effect of each other so
that antagonism was observed. Gram-negative bacteria were more resistant also to the
mixtures.

3/ In sublethal concentrations, essential oils significantly reduced the number of
bacteria attached to stainless steel and polypropylene surfaces. In some cases, complete
inhibition was seen, that is, the cells were unable to attach during the four ours of
investigation.

The surface itself had no influence on the attaching ability of the bacteria, but
contamination with food residues greatly promoted attaching and decreased the effect of
essential oils. First of all, proteinous contaminations capable of covalently binding
aldehydic components of the oils like cinnamaldehyde, caused decreased inhibitory effect.
If proteins were removed from the contaminants, inhibitory effect was restored. Among the
bacteria, the isolated Enterobacter sp. was the most resistant also in this experiment.

4/ Bactericidal kinetics of the essential oils was examined in dependence of
essential oil concentration and pH of the disinfectant solution.

To achieve short Killing times, suitable for industrial application, two- to threefold
of the 24 hours bactericidal concentration was necessary, or the pH of the solution had to
be shifted to more acidic or more alkaline.

5/ Using the parameters obtained by examining the Kinetics of bacterium Killing
(concentration, time, pH) we attempted removal of immature (24 hours) and matured (168
hours) biofilms from plastic and stainless steel surfaces.

Disinfection was more efficient on stainless steel than on plastic surface. With aged
biofilms, removal or cell count reduction was easier, possibly because of exhaustion of
nutrients or accumulation of toxic substances. The best effect, that is, complete elimination
of the biofilm, was achieved with marjoram oil at acidic pH but the other essential oils also
showed their best effect in acidic solution. At low pH, most components of the essential
oils are in non-dissociated state and strongly hydrophobic, enabling them to cross the
bacterial cell membrane and to disturb normal cellular functions.

6/ By means of essential oils, the mixed biofilm created with four species was

removed or weakened on stainless steel, polypropylene, tile, and wood surfaces.
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In industry and in households, single species biofilms are rare, mixed communities
are much more typical. In households, wooden cutting boards can be a major source of
microbial contamination, so this surface was also modelled in our research work. Acidic
pH proved more efficient also here, but we could not remove the biofilm from the wooden
surface in every case.

7/ The essential oil-based disinfectant, suitable for removal of single- or multi-
species biofilms formed on stainless steel, polypropylene, tile, and wood surfaces, was
optimized applying the Box-Behnken experiment design.

The nature-friendly alternative antibacterial solution recommended by us is based
on marjoram or cinnamon essential oil and has acidic pH (4.5). Regarding the hardest to
disinfect wooden surfaces, the recommended concentration of essential oil is 60 mg/mL for
marjoram and 12.5 mg/mL for cinnamon, if the disinfectant is to be applied also in

households. Disinfection time is 10 to 30 minutes depending on the surface.
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