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1. BEVEZETES

A mikrobiologiai szennyezddés okozta gyors romlds miatt még napjainkban is nagy
mennyiségli élelmiszer megy veszendGbe, sokszor még azel6tt, hogy eljutna a
fogyasztokhoz. A mikroorganizmusok altal szennyezett ¢élelmiszerek nemcsak az
¢lelmiszeriparnak jelentenek komoly gondot, hanem az egészségiigy szamara is, ugyanis az
ételmérgezések még ma is jelentds esetszamban fordulnak el6. A hagyomanyos szintetikus
kémiai tartositoszerek hasznalata sok esetben nem vezet a vart eredményhez, illetve
esetenként kellemetlen melléktermékek keletkezését idézhetik eld. Nem hagyhato emlités
nélkiil az sem, hogy a tudatos taplalkozas és kornyezetbarit termékek népszeriisége a
fogyasztok korében novekszik, és ezért egyfajta fogyasztoi elvards az ¢€lelmiszerek
tartositasanak reformja. Mindezekbdl kovetkezéen fontos lenne 1j, természetes eredeti,
hatékony antimikrobialis szerek kifejlesztése, amelyek legalabb részben helyettesithetik a
szintetikus tartositoszereket.

A biofilmbe szervez6dés egyfajta védelmet biztosit a baktérium kozosségeknek a
kedvezétlen korilményekkel szemben, de hozzajarulhat a tdpanyagok jobb
elérhetdségéhez is Osszehasonlitva a szabadon tszo (planktonikus) sejtekkel, ezek a
kozosségek  példdul  fokozott  ellendllast —mutatnak  fertétlenitOkszerekkel — és
antibiotikumokkal szemben. A baktérium kozosség tagjai kozotti kommunikacio, a quorum
sensing (QS, quorum érzékelés) nagyon Osszetett folyamat. A QS, a virulencia-faktorok
szintézise, az extracellularis poliszacharidok termelése és a mikrobialis biofilm képzése
mellett szabalyozza a baktériumok patogenitasat is, ezért a folyamat mitkodésének pontos
megértése alapvetd fontossagl, esetleges gatlasat biztositdé mddszereknek pedig kozvetlen
gyakorlati jelentdsége is lehet.

Kisérleti munkank soran célunk az volt, hogy vizsgaljuk néhany illoolaj, valamint
ezek f6 komponenseinek biofilmképzésre és a QS-re gyakorolt hatasat, néhany, az
¢lelmiszeriparban gyakran eléforduld mikroorganizmus esetében. A vizsgalatokba bevont
illéolajok és komponensek a kdvetkezok voltak: citrom (Citrus lemon) és limonén; boroka
(Juniperus communis) és a-pinén; majoranna (Origanum majorana) és terpinén-4-ol,
muskotalyzsalya (Salvia sclarea) és linalool, fahéj (Cinnamomun zeylanicum) és transz-
fahéjaldehid, valamint kakukkfii (Thymus vulgaris) és timol. Céljaink kozé tartozott

néhany hatékony 1lldolaj valodi élelmiszereken tartdsitdoszerként torténd tesztelése is.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1  Biofilmek altaldnos jellemzése

A biofilmek kiilonb6z6 mikroorganizmusok Onszervez6dé kozosségei, amelyek €16 és
¢lettelen feliiletekhez tapadva egybefiiggd bevonatot képeznek; ilyen formaban sokkal
ellenallébbak a kedvezdtlen koriilményekkel szemben (Prakash et al. 2003). Anton van
Leeuwenhoek volt az elsd, aki egyszerti mikroszkopjaval a fogardl lekapart lepedéket
vizsgalva biofilmet figyelt meg, azonban csak 1978 6ta hasznaljdk a biofilm megnevezést
(Costerton et al. 1999). Az 1980-1990-¢s években kapott igazi lendiiletet a mikrobiologia
ezen teriiletével kapcsolatos kutatas.

A biofilmképzés valdsziniileg egy olyan Osi evolucios stratégia, amely védettebbé
tette a mikroorganizmusokat az 6ket éré kedvezotlen kornyezeti hatasokkal szemben, és
igy szdmos eldnyhoz juttatta a kozosséget (Lopez et al. 2010). A biofilmek olyan
¢letformat képviselnek, ahol a szabadon mozgd sejtekéhez képest, a baktériumok
genomjanak nagyjabol 10%-a eltér6 modon szabalyozott. Azt egyelére kevés esetben
igazoltak, hogy az eltér6 szabalyozas biofilm-specifikus metabolitok és polimerek
termeléséhez is vezetne (Beloin et al. 2004). Ugyanakkor azt mar tudjuk, hogy amikor
termelddnek, akkor ezek a biofilmhez kotott molekuldk sok esetben antagonista hatést
fejtenek ki mas mikrobakkal szemben egy vegyes kozosség esetében (pl. a szamos mikroba
altal termelt valin gatolja a valin-érzékeny Escherichia coli torzsek novekedését (Valle et
al. 2008).

A biofilmek nedves feliileteket kolonizdlnak, példdul megtalalhatok
vizvezetékekben, kontaktlencséken, katéterecken, patakokban levé kovek nyalkas
bevonataban, emberi szoveteken és ennek megfeleléen komoly fertézések okozoi is
lehetnek (Prakash et al. 2003; Walker et al. 2007). Ezek a kozosségek a biofilmekre
jellemzd specifikus tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint példdul magas UV sugarzas és
antibiotikum-rezisztencia, genetikai variabilitas, és fagocitozissal szembeni ellenallas.
foldi és vizi okoszisztémakban a tapanyagok korforgasaban is (Meng-Ying et al. 2009).
Orvosi szemszOgbdl talan a legfontosabb tulajdonsaguk az antibiotikumokkal és
fertétlenitokkel szembeni fokozott rezisztenciajuk (Walker et al. 2007). Ezen ellenallas
gyengitése ma mar sok kutatas céljat képezi.

A biofilm kialakuldsa sordn négy szakaszt kiilonithetiink el: letapadas,
mikrokolonidk kialakuldsa, a fejlett forma (haromdimenzids strukturdk) kialakuldsa és a

levalas.



2.1.1 Letapadas

A szabadon usz6 mikroorganizmusoknak el kell jutniuk egy feliillethez és meg kell
tapadniuk rajta ahhoz, hogy egy biofilm alkotoiva valhassanak. Ez a folyamat torténhet
diffuzioval, 1égaramléssal, laminaris aramlassal, illetve iilepedéssel (Walker et al. 2007).
Ugyanakkor az is sziikséges, hogy a baktériumok olyan kozel keriiljenek a megtapadési
felillethez, hogy mozgasuk jelent6sen lelassuljon, és at tudjanak hatolni a feliilet
hidrodinamikus hatarrétegén. Ezen a hatarrétegen atjutva, szamos gyenge, reverzibilis
vonzoerd (van der Waals erd, elektrosztatikus kolcsonhatas) éri oket, igy egy atmeneti
kapcsolat alakulhat ki koztiik és a feliilet, vagy a mar ott 1évé mikroorganizmusok kozott
(Costerton et al. 1999).

A sejtek letapadasat szamos tényez6 befolyasolja. Abiotikus feliiletek esetében (pl.
teflon, miianyag, rozsdamentes acél és tiveg), kimutattak, hogy a feliilet érdessége noveli a
letapadas valoszintiségét (Charaklis et al. 1990). A letapadasi folyamatot befolyasolja még
a homérséklet, tdpanyag koncentracio, hidrofob/hidrofil jelleg és az aramlési sebesség.
Jelentds szerepe van a sejtek felszinén eléfordulo flagellaknak, fimbridknak és
makromolekulaknak (poliszacharidok és fehérjék), amelyek jelenléte példaul egy kevert
kozosségben a versengés szempontjabol elényt jelenthet (Donlan 2000; Dunne 2002).
Tenyésztési koriilmények megvaltoztatasaval kisérletezve Klausen és munkatarsai (2003)
kimutattdk, hogy az ostoros mozgast, amely a letapadashoz sziikséges, jelentOsen
befolyasolja a szénforras, illetve a mucin (egy glikoprotein) jelenléte, amely sziikséges a P.
aeruginosa kolonizacigjahoz.

Bizonyitott tény, hogy a biofilmet alkoté baktériumok kozott Ilétezik
kommunikaci6é. Ennek a sejtsiirliség-fliggd kommunikacionak a segitségével a sejtek
értesiilnek egymas allapotarol, a kozosség szambeli nagysagardl, illetve a kdrnyezeti
tényezOk hatasara koordinaljak életmiikodéseiket (Wagner et al. 2003). Ezt a sejt-sejt
kommunikécios rendszert nevezték el QS szabalyozasi mechanizmusnak; ez végbemehet
fajon beliil, illetve kiilonb6z6 fajok egyedei kozott is. A folyamatnak szerepe van mar a
letapadasi fazisban, ugyanis a sejtsiiriség mellett a kdrnyezeti tényezok is befolyasoljak a
kommunikaciot (Shrout et al. 2006). Erre jo példa a P. aeruginosa biofilmképzését
serkentd jelrendszere, amelynek beinduldsa az extracelluldris vas és foszfat ionok
elérhetdségétdl is fiigg (Jensen et al. 2006).

Amikor egy abiotikus feliiletet vizes kozegbe helyeziink, szinte azonnal bevonjak a
kornyezetben levé polimerek, és egy kondicionald film jon létre, ami noveli a letapadas

mértékét (Donlan 2002).



Biotikus feliiletekhez vald kapcsoldodas esetében, mint példaul szovetek és a
nyalkahartya epitélium sejtjei, a folyamatot specifikus receptorok szabalyozzak,
ugyanakkor befolyasolhatjak a gazdatest kolonizaciora adott valaszreakcigjat is (Kline et

al. 2009). Ebben az esetben a kondicional6 film lehet példaul a vér, a vizelet és a konny.

2.1.2 A mikrokoloniak kialakuldsa

A letapadasi folyamat befejezését kovetden kezdddhet a sejtek mikrokolonidkba
szervezddése. A baktériumsejtek szaporodnak, mikézben kiilonboz6 kémiai jelmolekulak
segitségével kapcsolatba keriilnek a szomszédos sejtekkel (Prakash et al. 2003). Elérve egy
bizonyos kiiszobértéket, a kémiai jelmolekuldk aktivaljak azokat a genetikai
mechanizmusokat, melyek az extracelluléris poliszacharidok (EPS) képzddéséért feleldsek.
fgy a baktériumok az EPS matrixban beagyazva fognak szaporodni, jellegzetes
mikrokolonidkat kialakitva (Costerton et al. 1999).

Tobb kutatas azt wvaldszinGsiti, hogy a IV-es tipusu pilusok jelenléte
nélkiilozhetetlen a mikrokoloniak kialakulasahoz; ezeknek ugyanis szerepik van a
baktériumok mozgékonysagaban, az ugynevezett vibralé6 mozgasért felelések (Giltner et al.
2012; Pohlschroder és Esquivel 2015).

2.1.3 Az érett biofilm kialakulasa

A mikrokolonidk folyamatosan fejlddnek, kezdetben a feliilettel parhuzamosan, majd a
folyadékfazisban terjeszkedve, igy kialakitva egy haromdimenzids szerkezeti tarsulast
(Walker 2007). Kiilonb6zé masodlagos kolonizalék, amelyeknek hidnyzik az a
képességiik, hogy feliilletekhez tapadjanak, az els6dleges kolonizalokhoz fognak
kapcsolodni, adott esetben kialakitva egy akar 30-50 pum vastagsagot is elér biofilmet
(Walker 2007).

A Dbiofilmet alkotd sejtek 4altal létrehozott morfologiai képzédmény erdsen
valtozékony lehet térben ¢és idOben, mivel a biofilm haromdimenzids szerkezete
sejtcsoportokbodl, liregekbdl, poérusokbdl és poliszacharid természetli extracellularis
anyagbol (EPS) all, amelynek szerkezete dinamikusan valtozik (Zhang et al. 2006). Az
EPS a biofilm szerves széntartalmanak 50-90%-at teheti ki, és ebbdl alakul ki a sejteket
koriloleld matrix. A  G-negativ baktériumok EPS rétege fdleg anionos. Ennek
kdszonhetden bizonyos Kkationok, mint példaul a Ca?* és Mg?* jol tudnak kapcsolodni a
polimer halohoz, és ellenallobba tehetik azt. A G-pozitivak esetében ez a matrix kationos,

néhany koaguldz pozitiv baktérium esetében foéleg teichoinsav és fehérjék alkotjak. A
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hidrogénkotések nagy szamanak koszonhet6en a matrix erésen hidratalt és lehet hidrofob
¢s hidrofil jellege is (Sutherland 2001; Donlan 2002). Az EPS-nek fontos szerepe lehet a
rezisztencia kialakulasaban is, ugyanis az antibiotikumok megkotésével gatolhatja azok

bedramlasat a biofilm belsé rétegeibe (Donlan 2000).

2.1.4 A sejtek levalasa a biofilmrol

A fejlett biofilm kialakulasa utan sokszor eléfordul, hogy egyes baktériumok levalnak, és
uj feliileteket kolonizalnak. A folyamat torténhet lednysejtek levalasaval az aktivan
vedléssel, vagy akar a nyiréerdk (surlodas) okozta sejtlesodrodassal is. Mas oka is lehet a
levalasnak, ugyanis azok a baktériumok, amelyek mar nem képesek EPS termelésére,

kiszelektalodnak a telepekbdl (Prakash et al. 2003).

2.2 Kevert biofilmek
A biofilmek leggyakoribb form4ja a kevert biofilm kozosség. Ezek a kozosségek nemcsak
a természetben, hanem az emberi szervezetben is jelen vannak, mint példaul a szajiiregben
eléforduld foglepedék (fogszuvasodast okoz) vagy cisztas fibrozisban szenvedd betegek
tiideje. Kutatasuk és a hattérben zajlé folyamatok megértése kulcsfontossagli lehet a jovo
orvoslasa, illetve a biztonsagos ¢élelmiszergyartas szempontjabodl (Elias and Banin 2012).
Szamos kutatds kimutatta, hogy egy kevert kozosségben tobb szaz faj is
el6fordulhat. Paster és munkatarsai (2001) a szajiiregben el6fordulo biofilmek kdzosségét
vizsgalva kimutattak, hogy a lagy és kemény szoveteken kialakuld biofilmeket t6bb mint
500 kiilonbo6z6 faj alkotja. A folyadéktenyészetekkel ellentétben, a biofilmeken beliil levo
magas sejtslirliség és csokkent diffuzio lehetdvé teszi olyan folyamatok létrejottét, mint a
kooperaci6 ¢és az erds kompeticio. Ezek a kolcsonhatasok olyan fiziologiai és
szabalyozasbeli valtozasokhoz vezethetnek, amelyek hatasidra a jobban alkalmazkodé
mutansok fennmaradhatnak (Rendueles és Ghigo 2012). Ezek a kolcsonhatasok
ugyanakkor eldsegithetik bizonyos fajok bekapcsolodasat vagy eltlinését a biofilmbe, igy
fontos szereplik van a kevert kozosségek alakitasaban (Dubey és Ben-Yehuda 2011). Az
eddigi kutatasok nagy része arra fokuszalt, hogy a fajok kozott kialakuld antagonizmus
(toxintermelés, antimikrobidlis anyagok) milyen forméban befolyasolja a biofilmképzést.
Frissebb eredmények azonban arra vilagitanak ra, hogy sok esetben a nem-biocid

anyagoknak is fontos szerepe van a kozosség kialakitasaban (Rendueles és Ghigo 2012).



2.2.1 A kevert kozosségek kialakulasat befolyasolo tényezok

A feliilet betakarasa” (surface blanketing) jelenséget P. aeruginosa és Rhizobium
radiobacter (Agrobacterium tumefaciens) kozott figyelték meg An és munkatarsai 2006-
ban. A P. aeruginosa mozgoképességének koszonhetéen gyors kolonizaloként
elszaporodott a feliileteken, igy meggatolta az R. radiobacter megtelepedését. A P.
aeruginosa mozgasképtelen mutans ezzel ellentétben képes volt kevert biofilmképzésre.

A feliiletaktiv anyagok termelése gyakori a mikrobdk korében ¢€s sok esetben
gyengitik a baktérium-feliilet, illetve baktérium-baktérium kozotti kolcsonhatasokat, igy
befolyasolva a biofilmek kialakulasat. Példaul a Pseudomonas fajok putisolvin nevii
lipopeptidje gatol mas Pseudomonas fajokat (Kuiper et al. 2004). Az uropatogén,
extraintesztinalis E. coli egy nagy molekulatomegii poliszacharid révén (amely noveli a
feliilet hidrofobicitasat, és csokkenti a letapadast), gatolja szamos G-pozitiv és G-negativ
baktérium biofilmképzését (Valle et al. 2006). Rendueles és Ghigo (2012) munkajabol
kideriil az is, hogy egy E. coli torzs altal termelt, manndz-gazdag poliszacharid gatolja a
Staphylococcus aureus csatlakozasat a mar kialakult biofilmhez. A QS gatlasaval is
befolyasolhat6 a biofilmképzés. Ugyanahhoz a fajhoz tartozo baktériumok képesek gatolni
egymds kommunikacidjat azaltal, hogy olyan enzimeket termelnek, amelyek lebontjak a
QS jelmolekuldkat (pl. AHL-laktonaz, AHL-acilaz) (Dong et al. 2002). Az extracellulatis
poliszacharidokbdl kialakulé matrix poliszacharid (adhezin degradacio, Kaplan et al.
2004), nukleinsav (Whitchurch et al. 2002) illetve fehérje (szerin protedz termelés, Iwase
et al. 2010) komponenseinek a gatlasa is gyakori folyamat, amely a kevert tenyészetek
kialakulasat megakadalyozhatja.

A Kkevert tenyészetek nemcsak baktériumok kozott, hanem baktérium és gomba kozott is
kialakulnak. Egy alaposan tanulmanyozott kozosség a Candida albicans és P. aeruginosa
altal kialakitott kozosség, amely képes kolonizalni a cisztas fibrozisban szenvedd betegek
tidejét. A transzkripcids analizisek kimutattak, hogy a C. albicans megtapadasat és
biofilmképzését szabalyozo gének alulszabalyozottak ebben a kozosségben (Gibson et al.

2009).

2.3 Biofilmek az élelmiszeriparban
Az élelmiszerek okozta megbetegedések gyakoribbak, mint gondolnank. A World Health
Organization (WHOQO) 2007-es felmérése alapjan ez komoly gondokat okoz mind a fejlett,

mind a fejl6dd orszagokban.
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Az ¢élelmiszergyartasban komoly kihivast jelentenek a kéaros mikroorganizmusok,
és az elleniik valé védekezés (Kumar és Anand 1998). Az Egyesiilt Allamokban évente
tobb mint kilencezer ember hal meg ételmérgezésben, és tobb millidan fertézodnek meg
¢lelmiszerekben talalhatdé patogén mikroorganizmusokkal. Foleg a salatan el6fordulo E.
coli, a malnan levé Cyclospora cayetanensis, illetve a paradicsomon levé Salmonella
okozott leggyakrabban ételmérgezést az USA-ban. Eurdpa nyugati részében évente a
lakossag egyharmadat ¢érinti valamilyen ¢élelmiszer eredeti megbetegedés. 2011
majusaban, Németorszagban E. coli O104:H4 altal okozott jarvany robbant ki, amelynek
felelése az elézetes vizsgalatok alapjan a Spanyolorszagbol importalt uborka vagy az
Eszak-Németorszagban termelt paradicsom és salata volt. Sok idé telt el ameddig kideriilt,
hogy a jarvany valddi oka nem volt més, mint az Egyiptombdl szarmaz6 goérdgszéna-mag,
amelyet csirdztatds utdn, mindenféle elokezelés nélkiil azonnal elfogyasztottak. Az esetnek
otven haldlos aldozata volt, és tobb mint haromezren betegedtek meg (www.nébih.hu).
Magyarorszagon a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH) felmérései alapjan
2008 ¢és 2009-ben az igazolt ¢lelmiszermérgezésben szenveddk szama meghaladta az ezer
fot (www.nébih.hu). Rendkiviil fontos tehat a mikroorganizmusok tulélési stratégidinak a
megértése ahhoz, hogy csokkenthetd legyen a fertdzések szama.

Az  élelmiszergyarakban levd gépek feliiletén, a belsd részekben,
szallitoszalagokon, késeken szdmos mikroorganizmus fordul el akar planktonikus, vagy
biofilm formajaban és igy a végtermék, amely a fogyasztokhoz keriil, konnyen
keresztfertozédhet. Az els6 kozlemény, amely megjelent ¢ témaban a Salmonella
baktérium ¢élelmiszerek feliiletén valé megtapadasarol szamolt be (Duguid et al. 1966).
Azodta szamos kutatds tamasztotta ala, hogy a patogén mikrobak (pl.: Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica) mellett az ¢élelmiszerromlast okozok (pl.:
Pseudomonas spp., Brochothrix thermosphacta) is gyakran jelen vannak (Reder et al.
2015; Giaouris et al. 2015). A biofilmeket alkoto sejtek sokkal ellenallobbak, mint a
szabadon uszok. Ez betudhatdé annak, hogy a fertdtlenitészerek nehezen hatolnak at a
vastag matrixon, reagalhatnak az extracellularis polimerekkel, illetve maga a
sejtmorfoldgia olyan valtozasokat szenved (példaul receporok elvesztése), ami nem teszi
lehetvé a fertétlenitészer molekulainak bekapcsolodasat (Van Houdt és Michielis 2010).

A megtapadt sejtek eltavolitasara szamos megkozelitést teszteltek. Ilyen példaul a
mechanikus dorzsolés, detergensek és enzimek alkalmazasa (Kumar és Anand 1998). Ezen
kezelések ellenére a teljes levalas gyakran nem kovetkezett be és a kezelés utan is jelen

voltak a biofilmeket kialakitd sejtek. Pan és mtsai (2006) egy hidrogén-peroxid alapu
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fert6tlenitovel probalkoztak, de az hatastalannak bizonyult L. monocytogenes biofilmek
eltdvolitasahoz, ¢és a baktérium magas rezisztenciat mutatott kvaterner ammoénium
vegyliletekkel szemben is.

Megfigyelték, hogy biofilmbe szervezddve a mikrobak képesek talélni a hiitést,
alacsony pH-t és a magas sotartalmat, valamint azt is, hogy az abiotikus feliiletek mellett a
biotikus feliiletek is alkalmasak a megtapadasra. igy az E. coli marhahtson (Skandamis et
al. 2009), S. Thyphimurium, Yersinia enterocolitica és L. monocytogenes disznobdron
tapadt meg (Morild et al. 2011). Foong és Dickson (2004) munkéjabol lathato, hogy a L.
monocytogenes egyfajos és kevert tenyészetei is képesek voltak megtapadni virslin, sonkan
és siilt marhahtson is. Ez noveli annak esélyét, hogy a fogyasztokhoz kertiilé termékek, az
ovintézkedések ellenére is szennyezettek legyenek. A szennyez6dés a termék
eldallitasdnak barmelyik 1épésében megtorténhet és szarmazhat a leveg6bdl, a dolgozdkrol,
vagy ¢éppen a felhasznalt eszkozok feliiletér6l. A folyamatot szamos tényezd
befolyasolhatja, ilyen az élelmiszerek Osszetétele (zsirtartalom, nedvességtartalom),
szerkezete (homogenitas, érdesség) és fiziko-kémiai tulajdonsagai (hidrofob jelleg, feliilet
toltése) (Giaouris et al. 2015).

Olyan kornyezetben, ahol az élelmiszerek csomagolasa vagy elkészitése zajlik, a
nedvességnek és tapanyagok jelenlétének koszonhetden nagyobb valdszinliséggel jelennek
meg mikroorganizmusok, mint mashol. Elsoként az ételekbol szarmazo szerves anyagok
(példaul a tejbdl és hiisokbol szarmazd fehérjék) rakodnak le a gépek feliiletére, majd a
mikroorganizmusok kolonizaljak a kondicionalt feliiletet. A takaritast kovetden
visszamaradt sejtek szaporodni kezdenek és kialakitjdk a haromdimenzids struktiraju
biofilmeket (Shi és Zhu 2009). Ez a folyamat nemcsak ipari koriilmények kozott, hanem a
haztartasi kellékeken, példaul mosogatoszivacson, vagoddeszkan, ¢és edénytorldén is

lejatszodhat (Rayner et al. 2004).

2.4 A biofilmképzés gatlasa az élelmiszeriparban

A hagyomanyos élelmiszeripari eljarasok sokszor nem elegendéek a biofilmképzés
gatlasahoz, a biofilm koriil kialakult vastag matrix miatt, amely véddrétegként hat és
megakadalyozza a vegyiiletek behatolasat (Simdes et al. 2010). Elegendd, ha a sejtek
kevesebb, mint 1%-a visszamarad ahhoz, hogy a biofilm ujra kialakuljon: ez akar néhany
oOra alatt megtorténhet (Simdes et al. 2010). A ma rendelkezésre 4ll6 mddszerek nagy része
képes eltavolitani a szabadon usz6 sejtek 90%-at, de nem pusztitja el 6ket. S6t, ha a

kezelés hatasara aeroszolok keletkezhetnek, ez Gijabb feliiletekre juttathatja el a sejteket,
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ahol szintén elindulhat a kolonizacio (Carpentier és Cerf 1993; Taormina és Beuchat
2002). A kezelések korlatozott hatékonysaga miatt egy biofilm akar tobb éven keresztiil is
jelen lehet egy adott feliileten (Hingston et al. 2013). Ez jelent6sen befolyasolhatja a
gyarakban dolgozok egészségét ¢és a gyartasra keriild termékek mikrobiologiai tisztasagat.
Wang és mtsai (2013) felmérése alapjan a Salmonellaval fertézott csirkehusbdl és a
szalmonellozisban szenvedd dolgozokbdl izolalt torzsek azonosak voltak, és hasonld
antibiotikum rezisztenciat mutattak ampicilinnel, trimetoprimmel, gentamicinnel,
kloramfenikollal ¢€s tetraciklinnel szemben. Feliiletkezelésre leggyakrabban feliiletaktiv
anyagokat, savas vagy ligos kémhatasu tisztitoszereket hasznalnak, amelyek alkalmasak a
feliileteken visszamaradt szerves anyagok eltavolitasara. A natrium hipoklorit (da Silva et
al. 2011), hidrogén peroxid (Toté et al. 2010), 6zon (Tachikawa et al. 2009) és perecetsav
(Frank et al. 2003) mind hatasosnak bizonyult a biofilmekkel szemben. A felsorolt
anyagok alkalmazasa azonban technikai és élelmiszerbizztonsdgi okokbol nem mindig
lehetséges és hatékonysaguk sem minden esetben kielégitd. (Srey et al. 2013).

A fentiek alalpjan is latszik, hogy gyakorlati igény van 1j megkozelitések
kidolgozdsdra a hatékony biofilm eltavolitdshoz. Megoldast nyljthat példaul az
ultrahangos kezelés, enzimek, fagok, valamint ezek kombinalt haszndlata (Srey et al.
2013). Ezek mellett a sejtek kozotti kommunikéacid gatlasa is hatékony eljarasnak bizonyult
(Bai és Rai 2011). Egy tovabbi fert6tlenitési eljaras lehet novényekbdl kivont illoolajok
hasznalata. Az ill6olajok és szarmazékaik kutatasa fellendiilt az elmult években, és szamos
kutatas sziiletett biofilm-ellenes hatasukkal kapcsolatosan (Chorionopoulos et al. 2008;
Adukwu et al. 2012; Valeriano et al. 2012). Al-Adawi és mtsai (2016) illetve Srey és mtsai
(2013) munkaibol tudjuk, hogy a feliileteken megtapadt biofilmekbdl szarmazo sejtek
keresztszennyezddéssel konnyen atkeriilhetnek a gyartasra keriild élelmiszerekre. Ez is
jelzi a probléma Osszetettségét, ugyanis nem elégséges a feliiletek fertdtlenitésére

koncentralni, a gyartas utani eltarthatosag ndvelése is fontos szempont kell, hogy legyen.

2.5 A quorum sensing (QS) mechanizmusa

Az érzékelés jelensége régdta ismert a mikrobioldgiaban. Ilyen példaul a kemotaxis, amely
soran a sejtek képesek az attraktansok fel¢ vagy a reppellensektdl tavol uszni, tehat a
folyamat 1ényege az érzékelésre adott valaszreakcid, ami a sejtmozgas (Wadhams és
Armitage 2004).

A quorum az a minimalis sejtslirliség, ami sziikséges az inger-valasz rendszer

kialakulasahoz, a sensing pedig a folyamatot szabalyoz6 jelmolekulak érzékelését jelenti
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(Fuqua et al. 1994). Itt mar kommunikaciorol beszélhetiink, ugyanis a sejtek az altaluk és a
kornyezo sejtek altal kibocsatott jelzéseket képesek érzékelni, és azokra reagalni. Ezen
kommunikécié révén, oly modon befolydsoljak kornyezetiiket, ahogy o©nalldan nem
lennének képesek. A folyamatosan termelt, majd egy megfeleld koncentracional érzékelt
jelmolekulak hatdsdra megvaltozik a génkifejez6dés, ¢és kialakulnak specifikus
valaszreakciok, példaul populacié striiségének érzékelése (Wang et al. 2007). Ezeket a
jelmolekula-valaszreakcié  rendszereket  hasznalva  hasonlatosan a  tObbsejtii
organizmusokhoz, a mikrobak képesek 0Osszehangolni bizonyos populacidszintii
viselkedési formakat (Waters and Bassler 2010).

Ezt a viselkedésformat el6szor a Vibrio fischeri nevii baktériumnal figyelték meg,
ahol a mechanizmus a biolumineszcenciaért felelds gének kifejezddését szabalyozza
(Wagner et al. 2003). A késbébbiekben kideriilt, hogy a mechanizmus jellemzé mind a G-,
mind a G-pozitiv mikroorganizmusokra (Wagner et al. 2003). A két baktériumcsoport QS
rendszerei alapvet6en kiilonboznek egymastol, elsésorban a szignalmolekulak természetét
illetden. A G-negativ baktériumoknal a QS rendszerek szignalmolekuldja az N-acil-
homoszerin-laktonok (AHL) csaladjaba tartozik, a G-pozitiv baktériumok esetében pedig
ezek egy szenzor-kinaz/regulator kétkomponensii szignal-transzdukcios rendszert
hasznalnak, ahol a jelmolekuldk szerepét kis molekulatomegili oligopeptidek toltik be
(Papp 2009). Mindkét csoportnal szamos folyamat a QS rendszerek szabalyozasa alatt 4ll,
ilyen a mar emlitett bakterialis fénytermelés (biolumineszcencia), a virulencia-faktorok
szintézise, az extracelluldris poliszacharidok termelése, a biofilmek képzése, masodlagos

anyagcseretermékek termelése, kemotaxis és konjugacié (Papp 2009).

2.5.1 Gram-negativ baktériumok QS rendszere

Az AHL-alapt QS rendszerek kutatasa néhany évtizede indult. A korabban emlitett V.
fischeri baktérium altalaban szimbiotaként él a lumineszcenciara képes kurtafarka
tintahalban (Euprymna scolopes). A lumineszcencia a zsakmanyszerzésben és alcazasban
jatszik fontos szerepet, €s a szimbiontdja, azaz a baktérium maga a lumineszcencia forrésa.
A baktériumot laboratériumban felszaporitottak, és azt figyelték meg, hogy fénykibocsatas
csak magas sejtszam mellett tortént. A vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a lumineszcenciat
egy aktivator molekula felhalmozddéasa okozta. Molekuldris vonatkoztatdsban az AHL
szintaz AHL-t termel, amely kidiffundal a sejtbdl a kornyezetbe. Két f6 alkotdrészbdl all,
szintaz fehérjébdl (LuxI), ami az autoinducer termeléséért felelds és receptor fehérjébdl

(LuxR), amely gének Kkifejez0dését szabalyozza. A LuxI szintetizdlja az N-(3-0X0-
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hexanoil)-L-homoszerin laktont, amely egy bizonyos koncentracio felett komplexet képez
a LuxR proteinnel. Ez a LuxR egy palindrom szekvencidhoz koétédik (lux doboz) a DNS-
en, amely a QS altal szabalyozott gének el6tt helyezkedik el. A LuxR a lux dobozhoz
kotédik az RNS polimerazt aktivalva, amely éaltal a luciferdz enzim transzkripcidja
fokozodik, igy Ilétrejon a biolumineszcencia. A QS kovetkeztében novekszik az
autoinducer szintadz expresszidja, igy tobb AHL keletkezik, ami felerdsiti a QS hatast. A V.
fisheri altal termelt jelmolekulat 1981-ben izolaltak és jellemezték elészor (Eberhardt et al.
1981).

2.5.2 Gram-pozitiv baktériumok QS rendszere

A G-pozitiv baktériumok modosult oligopeptidekkel kommunikalnak, ahol a receptorok
kétkomponensli membranhoz kotott hisztidin kindzok. Hosszisaguk 5 és 34 aminosav koz¢
esik. Ezek a peptidek nem képesek passzivan atdiffundalni a membranon, igy aktiv
transzport révén jutnak a kornyezetbe, ahol sejtfelszini receptorokhoz kapcsolodnak. Ezen
folyamatok biokémidja még kevésbé ismert, de feltehetdleg posztranszlacidsan modosult
peptidek, amelyekhez lakton, tiolakton és izoprenil csoportok kapcsolodnak (Nakayama et
al. 2001). Szamos G-pozitiv baktérium peptidek keverékét hasznalja kommunikaciora. Egy
jo példaja a peptid alapa QS-nek a S. aureus rendszere. Alacsony sejtszam mellett olyan
fehérjék termelédnek, amelyek elésegitik a letapadast és feliileti kolonizaciot. Magas
sejtszam esetében pedig toxintermelés, illetve specifikus proteazok termelése kovetkezik
be, amelyek elGsegitik a sejtek levalasat ¢és tovabbterjedését. Ez a valtozas a
génexpresszioban az Agr QS rendszernek koszonhetd, ahol az autoinducer egy AIP

(autoinducer peptid) (Bassler et al. 1994).

2.5.3 Gombdk QS rendszere

Az els6 gomba QS rendszert a C. albicans-ban irtak le. A gomba sarjadz6 és fonalas
formaban is el6fordul, illetve képes a biofilmképzésre. A két forma kozotti atmenetet egy,
a sejtek altal termelt farnezol jelmolekula szabalyozza (Hornby et al. 2001). A
Saccharomyces cerevisiae-ben a feniletanol és triptofol aromas alkohol jelmolekulak

sejtstirliség fiiggden inditjak be €és szabalyozzak az alfonalas novekedést (Chen et al. 2006).

2.5.4  Fajok kozétti QS rendszerek
Az AHL és AIP alapt rendszerek mellett talaltak egy j jelmolekulat is, amely a fajok

kozotti kommunikaciot teszi lehetévé. Ez a jelmolekula a Vibrio harveyi tengeri
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baktériumban talalhato furanozil-bor-diészter, amelyet autoinducer-2-nek (Al2) neveztel el
(Watters és Bassler 2005). A molekula prekurzora a 4,5-hidroxi-2,3-pentandion (DPD),
amelyet a LuxS protein allit el6 S- adenozin-metioninbdl (Winzer et al. 2002). Ezt a
jelmolekulat ugy a G-pozitiv, mint G- baktérium csoportok is hasznaljak.

McAlester és mtsai (2008) és késébb Gibson és mtsai (2009) beszamolt a C.
albicans és P. aeruginosa altal alkotott kozosség jelrendszerérdl, amely szintén jo példaja a
fajok kozotti QS folyamatoknak. A két faj képes kevert biofilmet 1étrehozni, amikor a C.
albicans sarjadz6 formaban van. A P. aeruginosa altal termelt AHL jelmolekula gatolja az
¢lesztd hifa képzését, igy a sejtek a biofilmképzésre alkalmas sarjadzé forméban

maradnak.

2.5.5 A quorum érzékelés gatlasa

A quorum kioltasra (quorum quenching, QQ) képes anyagokat lehetnek: AHL-acilazok,
AHL-laktonazok, illetve egy nemrég felfedezett laktondz csoport, amelyet a
biofilmképzésért felelés bpiB gén kodol (Dong et al. 2000; Dong és Zhang 2005). Az els6
QS inhibitorokat a Delisea pulchra voros algabol izolaltak, és azota tovabbi hasonlo anyag
hatasarol szereztek tudomast.

A Bacillus fajok altal termelt AiiA laktonaz egy univerzalis AHL gatlo. Képes
lehasitani a lakton gyliriit az acil csoportrdl, igy képtelenné teszi a molekulat a szignal-
transzdukciéra. Igy gatolja a G-negativ baktériumok kommunikaciéjat, de a sajatja
haboritatlan marad (Dong et al. 2000 és 2001). A P. aeruginosa képes lebontani a hosszu
szénlancu AHL jelmolekulakat egy AiiD tipust acilaz segitségével, a Salmonella
Typhimurium és E. coli sejten beliil felhalmozzak az Al-2-t, majd lebontjak azt, ezaltal
kommunikacié (Huang et al. 2003; Xavier és Bassler 2005). Chorionopoulos és mtsai
(2010) munkéaja alapjan a Hafnia alvei (human bélflora tagja) altal termelt metabolitok
gatoltak a S. enterica serovar Enteriditis PT4 biofilmképzését.

Szamos szarazfoldi novénybdl is vontak ki hasonlo hatasti anyagokat. Példaul
Adonizio és mtsai egy 2006-ben végzett kutatdsban Otven floridai gyogyndvény
illdolajanak QS gatlo hatasat tesztelték Chromobacterium violaceum és R. radiobacter
modellbaktériumokon, amelyeknek a szinanyag termelése QS szabalyozas alatt all. Ezek
kozil sikeriilt 6 db hatékony QS gétldo novényt taldlni. Ezek mellett a fahéjaldehid (fahéj
illéolaj f6 komponense) sikeresen gatolta a P. aeruginosa PAO1 biofilmképzését és a

vérnarancsbol kivont furokumarinok is hasonld hatast mutattak E. coli O157:H7,
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Salmonella Typhimurium és P. aeruginosa esetében (Niu és Gilbert 2004; Girennavar et
al. 2008).

Feltevodik a kérdés, hogy vajon jelentkezhet-e rezisztencia a QQ anyagokkal
szemben? Eddigi kutatasok alapjan ennek az esélye csekély, ugyanis nem a szaporodas
gatolodik, hanem a virulencia kialakuldsa, tehat nincs szelekcios nyomas (Defoirdt et al.
2010).

A QS mikodésének alaposabb megismerése fontos lenne elméleti és gyakorlati
szempontbol is; példaul hozzajarulhatna a biofilmet képz6 mikrobak okozta fertézések
hatékonyabb kivédéséhez (Wang et al. 2007). Uj antimikrobialis szerek keresése soran is
kiemelt figyelmet kap az esetleges anti-QS hatas (Cos et al. 2006).

2.6  Illoolajok jellemzése

Az illoolajok levegdn kdnnyen elpdrolgd, aromas, tomény hidrofob folyadékok, amelyeket
altalaban vizgdz-desztillacioval nyernek a kiilonbozé novényi részekbol (pl. viragokbol,
gylimolcsokbdl, magvakbol, viragbimbokbol, levelekbdl, kéregbdl). Régota hasznalja dket
a kozmetikai ipar, de az élelmiszeripar is, ahol féleg iz- és aromaanyagként keriilnek
alkalmazasra. Régota ismert, hogy bizonyos illoolajok baktérium-, gomba-, virus- és
parazitaellenes hatéssal is rendelkeznek. Valoszinii a termel6 novényekben is szerepiik van
a fertézésekkel szembeni védekezésben (Song és mtsai 2010). Mindezek alapjan intenziv
kutatas folyik olyan novényi-eredetii anyagok azonositasara, amelyek nem toxikusak, de
képesek gatolni patogén mikobak szaporodasat (Hentzer et al. 2003).

Az illdolajok alkalmazésa torténelmi tavlatokkal bir. Példaul az egyiptomiak a
halottaik balzsamozasahoz is felhasznaltak az illdolajokat. A kinai kultaraban is tobbféle
aromas ndvényt hasznaltak, és régota alkalmaztak a fahéjat, borsot és gydmbért jarvanyok
ellen (Bakkali et al. 2008).

Az illéolajok kémiailag komplex anyagok, szamos f6 és minor komponensbdl
allnak; némely Osszetevd pedig csupan nyomokban fordul elé. A komponensek altalaban
terpének ¢€s terpenoidok, mono- vagy szeszkviterpének, illetve di- és triterpének lehetnek.
A terpéneken kiviil tovabbi jelentdés OsszetevOk lehetnek a kiilonb6zoé alacsony
molekulatomegii alifas és aromas vegyiiletek, példaul szénhidrogének, savak, alkoholok,
aldehidek, laktonok és kéntartalmu illékony vegyiiletek (Bakkali et al. 2008).

A terpének tobb izoprén egységbdl allo szénhidrogének (C6HS). A citoplazméban

szintetizaldédnak a mevalonsav-uton keresztiil. A terpének nagy része monoterpén (C6H10)
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¢s szeszkviterpén (C15H24). Ide tartoznak példaul a limonén, terpinén, szabinén, pinén, p-
cimén. Antimikrobialis hatasuk nem kiemelkeddé. A terpenoidok olyan terpének, amelyek
biokémiai modosuldson mennek keresztiil. Bizonyos enzimek hozzdadnak a vazhoz egy
02 molekulat, illetve hozzaadjak, vagy eltavolitjdk a metilcsoportot. Ezek a valtozasok
jelentésen befolyasoljak a hatasmechanizmusukat. Antimikrobidlis hatasuk jelentds, a
legjobb hatéssal birok eddig a karvakrol és a timol, amelyek fenol csoportot és aromas
gylrit tartalmazd monoterpenoidok.

A fenilpropének a fenilalaninbdl szintetizalédnak ¢€s csak kis részét képezik az
illoolajoknak. Ide tartoznak példaul az eugenol, izoeugenol, fahéjaldehid, és a vanillin (1.
abra, Hyldgaard et al. 2012).

HO CHjs

CHs
CHs H5;CO =
H.C \O/ WCH j@/\/
7Y ? OH HO
CHgs

limonén linalool timol fah¢jaldehid

1. abra. Néhany illdolaj 6sszetevd szerkezete.

2.7  Illéolajok hatisa baktériumokra

A ndvényi illoolajok antimikrobidlis hatdsa régodta ismert, és ma is intenziven kutatott
teriilet. Nemcsak a gyogyaszatban jelentenek kihivast, hanem az élelmiszeriparban is, ahol
az ¢lelmiszerek eltarthatosaganak javitasdra a természetes eredetli anyagok, koztiikk az
illoolajok, hasznalata terjedében van (Burt 2004). Leggyakrabban az agar diffuzios és
tapoldatban torténd higitas (mikrodilticio) modszerével torténnek a mérések. Ezen
eljarasoknak hatuliitdje, hogy sok esetben az olajok konnyen elparolognak, vagy be sem
oldddnak a hasznalt oldoszerbe (Schelz et al. 2010).

Az illéolajok antibakterialis hatdsat intenziven kutatjdk (Ahmed és Beg 2000; Niu
¢és Gilbert 2004; Gutierrez et al. 2009; Rahman és Kang 2009; Angienda et al. 2010; Selim
et al. 2014). Ezen kutatasokbol levonhaté kovetkeztetés, hogy a G-pozitiv baktériumok
érzékenyebbek az illdolajok gatld hatasara, mint a G-negativ baktériumok. A kiilonbség

valoszinlileg az eltérd sejtfalszerkezetnek, illetve a G-negativ baktériumsejtfal kiilsd

18



membranjanak koszonhetd, amely gatat jelenthet a hidrofob illdolaj komponensek szdmara
(Burt 2004). A hidrofob komponensek beé¢kelddhetnek a sejthartyaba, megnovelve ennek
atjarhatosagat. Ez a sejtben taldlhato anyagok kidramlasahoz, illetve a fehérjék
kicsapodasat okozo illoolaj komponensek bearamldsahoz vezet (Burt 2004). A gombak
esetében hasonlo a hatas, itt is a sejthartya és sejtfal az els6dleges célpont. 2007-ben, Burt
¢s munkatarsai els6ként mutattdk ki az illdolajok fehérjeszintézisre kifejtett hatésait.
Olajok jelenlétében, az E. coli sejtek hdsokk fehérjéket termeltek, illetve a flagellin
szintézise gatolodott, ami mozgasképtelen sejteket eredményezett. A sejtekben zajld
folyamatok optimalis miikodéséhez a pH megfeleld szinten tartdsa elengedhetetlen. Az
illéolajok felboritjak a pH homeosztazist, ami az intracellularis tér elsavasodasat okozza
(Faleiro 2011).

2.8 Illoolajok hatasa éleszt6gombakra
A hatasmechanizmus hasonl6, mint a baktériumoknal, az elsédleges célpont a sejtfal és a
sejthartya. Rosato és mtsai (2008) kozleménye szerint a teafa-, oregano- és geranium-olaj
szinergizmust mutatott az amfotericin B gombacllenes hatéanyaggal korokozé Candida
¢s minimalis fungicid koncentracidjat (MFC) hataroztak meg C. albicans ATCC 10231
esetében, majd a legjobbnak bizonyult olajokkal klinikai izolatumokat is kezeltek. Az
illoolajak hatékony gatloszereknek bizonyultak, illetve sikeresen csokkentették az oxidativ
stresszel szembeni érzékenységet is.

Az ergoszterin a gombamembran egyik fontos alkotdja. Pinto és munkatarsai
(2006) kutatasabol kideriilt, hogy a kakukkfii (Thymus pulegioides) illoolajanak hatasara

kiilonb6z6 Candida fajokban jelentésen csokkent az ergoszterin szintézise.

2.9  Illoolajok felhasznalasa élelmiszeripari termékekben

Az 0jabb, hatékony fertdtlenitdszerek keresése az utobbi iddszakban fokozott figyelmet
kapott. Egyebek mellett, a fiiszer-, aroma- és gyogyndvények illdolajaira terelodott a
figyelem, ugyanis régéta hasznaljdk Oket az élelmiszeriparban aromaanyagokként. A
magas fehérje- €s zsirtartalom altalaban csokkenti az illoolajok hatdsat az ¢lelmiszerekben:
az illéolajok jol oldédnak az élelmiszer zsirtartalmaban, igy kevésbé érik el a vizes
fazisban talalhat6 baktériumokat. A fehérjék hidrofob részei, kdlcsonhatasba Iépve az

ill6olaj molekulakkal, megkotik azokat, igy csokkentve a membranokra gyakorolt hatast
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(Burt 2004). A kozeg pH-ja is jelentdsen befolyasolja az olajok hatasat. Alacsony pH-n nd
az olajok hidrofob jellege, igy konnyebben beolddédhatnak a baktérium membran lipid

fazisaba.

2.9.1 Allati eredetii termékek

Eddig elsésorban a gyorsabban romlé htsok (pl. daralt hus, hal, és kolbasz) eltarthatosagat
vizsgaltak. Vakuumcsomagolt friss polip eltarthatosagat is sikeresen megnovelték 11,
illetve 20 nappal oregand olaj alkalmazasaval (Atrea et al. 2009). Levendula és menta
illoolajokat tesztelve, sikeriilt gatolni az E. coli O157:H7 és S. aureus szaporodasat in vitro
¢és daralt husban egyarant. A szerzOk kiemelték, hogy a kezeléseket kovetéen hosszabb
ideig volt érezhet6 a friss hus illata (Djenane et al. 2012). Smith-Palmer és mtsai (2001)
kutatasabol tudjuk, hogy a magas zsirtartalom ellenére sajtok esetében 1% fahéjolaj
hatékonyan gatolta a Listeria monocytogenes szaporodasat. L. monocytogenes-el fert6zott
nyers csirkemelleket kezeltek kitozannal (gyakran hasznalt élelmiszertartdsitd) és oregano
illoolajjal, amelyek hatasara sikeriilt 6 nappal meghosszabbitani a his eltarthatosagat
(Khanjari et al. 2013). Ezekkel ellentétben, in vitro koriilmények kozott jo hatast mutato
korianderolaj, zselatinos boritdsban sonkan alkalmazva hatdstalannak bizonyult L.
monocytogenessel szemben, és magasabb koncentraciok mar negativan befolyasoltak a
termék izét (Gill et al. 2002).

2.9.2 Noveényi eredetii termékek

Elesztével beoltott almabor zavarosodasat a gyombér illoolaj sikeresen gatolta (Liang
2003). Narancs-alapu, nem pasztorozott tdititalok esetében a citral, linalool és a-pinén
megfeleld aranyu kombinacidja (enyhe hékezeléssel kiegészitve) nagymértékben javitotta
ezek eltarthatosagat (Belletti et al. 2010). Kiwi esetében a karvakrol és fahéjaldehid lemoso
folyadékként alkalmazva bizonyultak hatékony romlast gatloknak 0,15 pl/ml
koncentracioban (Roller és Seedhar 2002). Eukaliptusz, teafa, és szegfiiszeg olajakat
alkalmazva jelentOs sejtszam csOkkenést tapasztaltak mangoldok feliiletén, azonban az

eltarthatosagi id6t nem sikeriilt novelni (Ponce et al. 2004).

2.9.3 Jogi szabalyozas
Az amerikai Food and Drug Administration (FDA), Food additive (FA; élelmiszer adalék)
¢és Generally Regarded As Safe (GRAS; altalanosan biztonsagosnak tartott) statuszt adott

az illdolajoknak. Europaban eddig az illoolaj Osszetevoket regisztraljak, mint
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izesitbanyagokat, ilyenek példaul a karvakrol, timol, eugenol, citral, limonén, mentol,
fahéjaldehid, karvon és a p-cimén (Burt 2004). A GRAS és az FA-lista jo kiindulopontot
jelent, de egyeldre az Europai Unidban nincs érvényes szabalyozas az illdolajok

¢élelmiszerben vald felhasznalasarol (Burt 2004).

2.9.4 llloolajok citotoxikussdga

Annak ellenére, hogy az illoolajok nagy részét GRAS és FA statusszal lattak el, néhany
kutatds ramutatott, hogy alapos vizsgalatok sziikségesek citotoxikussagukat illetden.
Stammati és mtsai (1999) kimutattak, hogy a fahéjaldehid, timol illetve karvakrol nem
karosak in vitro azonban in vivo korilmények kozott enyhe toxicitast mutattak. Néhany
esettanulmany szerint egyes illoolajok és f6 dsszetevdik allergias borgyulladast valtottak ki
olyan személyeknél, akik nagyon gyakran hasznéltdk dket. Ezért megfeleld ovintézkedések
javasoltak a gyarakban dolgozé személyzet esetében, de a mindennapi hasznalat sorén is,
ugyanis a borrel vald érintkezésiik tomény formaban nem ajanlott (Bleasel et al. 2002;
Burt, 2004). A szakirodalom szerint a karvakrol csokkentette a Hep-2 sejtvonal
novekedését és DNS kéarosodast okozott a human limfocitdkban (Stammati et al. 1999;
Aydin et al. 2005).

Az eugenol hatisarol szdmos kisérlet kimutatta, hogy gatolja a huméan foginy
fibroblasztok életképességét (Fujisawa et al. 2003). Emellett viszont sikeresen gatolta a
rakos sejtvonalak osztodasat és beinditotta az apoptozist ezekben (Ghosh et al. 2004).
Erdekes kisérletet végzett Irie és Keung (2003) amelybél kideriilt, hogy az eugenol
megvédte az agysejteket a béta-amiloid fehérjék karos hatasatol in vitro és antidepresszans
hatést fejtett ki egerekben.

A fah¢j (0,01%), szegfiiszeg (0,01%), illdolajok és az eugenol (0,52 mM) nem
mutattak citotoxikus hatdst kozepes koncentraciokban 1 6ras inkubaciot kovetden és a
hosszabb inkubaciés 1d6 (24 6ra) enyhén novelte az apoptotikus Caco-2 vékonybélsejtek
szamat. Ugyanakkor ebben a koncentracioban csokkentették az E. coli karos hatasat is
ezekre a sejtekre. Ezen kisérlet keretein beliil arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy ha a
szervezetiinkbe a megfelel6 mennyiségii illoolaj keriil, ennek nem lesz kéaros hatdsa (Dusan
et al. 2006). A pontos mennyiségek meghatarozasahoz szamos el6kisérlet sziikséges in

vitro és in vivo egyarant.
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2.10 Felhasznalt illéolajok bemutatisa

2.10.1 Citrom

A citrom illoolajat hideg préseléssel allitjak eld a gyiimolcshéjbol. F6 komponense a
limonén, amely ciklikus, egyszeri szénhidrogén. Az olaj hatékonyabbnak bizonyult a G-
pozitiv baktériumok ellen, mint a G-negativokkal szemben (Gupta et al. 2008;
www.aromax.hu). Tserennadmid és munkatérsai (2011) sziirt és natir almalevekhez adtak
hozza az illoolajat és azt tapasztaltdk, hogy sziirt levekben az ¢élesztok szaporodasi ratai
szignifikansan csokkentek az ill6olaj hatasara, mig a natur almalében a valtozas nem volt
szignifikans. Erzékszervi vizsgalatok alapjan a termékek ize harmonikus volt a hasznalt

koncentraciok mellett.

2.10.2 Bordka

Az illoolajat az érett toboz bogydibol vizgdz-desztillacidval allitjak el6. Fobb
komponensei: o—pinén, B—pinén, és szabinén (Pepeljnjak et al. 2005). A bordka illdolaj
antibakterialis hatasat tobb G-pozitiv és G-negativ baktérium, valamint élesztdgombak és

bérgombdk ellen vizsgéltak (Pepeljnjak et al. 2005).

2.10.3 Fahéj

A babérfélék csaladjaba (Lauraceae) tartozd fahéjfabol nyerik ki, f6 komponense a
fahéjaldehid, (aromés vegyiilet), ezen kiviil talalhatdo benne eugenol, a-, és B-kariofillén,
linalool és o-pinén. A fahéjolajat felhasznaljak zsiros bdrre késziilt samponokban,
testapolo-, kézapold6  szerekben. Hatékony gyulladascsokkentd ¢€s  gombadld
(www.aromax.hu). Fungicid (Simi¢ et al. 2004), antibakterialis és antikarcinogén (Unlu et
al. 2010) valamint biofilmképzést gatlo (Gupta et al. 2013) hatasdval kapcsolatos
publikacidk ismertek.

2.10.4 Kakukkfii

A kakukkfii illéolajat a nalunk is termesztett kerti kakukkfti (Thymus vulgaris) also, fas
szarak nélkiili virdgzo hajtasaibol vizgdz-desztillacioval nyerik ki. Az illéolaj szintelen,
illata markdns, fliszeres, a fenolos alkotérésznek (timolnak) koszonhetden
(www.aromax.hu). Dél Franciaorszagban a Th. vulgaris populaciok altal termelt {6
monoterpén komponensek alapjan 6 kemovarianst kiilonitettek el: geraniolos (G), a-
terpineolos (A), transz-szabinénhidratos vagy tujanol-4-es (U), linaloolos (L), karvakrolos

(C) ¢és timolos (T) kemotipusokat. Csak Magyarorszagon nyolcféle kemotipusat
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kiilonboztették meg, melyek felében a timol és a germakrén-D volt fékomponens

(Barathné Simko 2014). Kisérleteinkben a timolos kemotipust hasznaltuk.

2.10.5 Majoranna

A majoranna az arvacsalanfélék (Lamiaceae) csaladjaba tartozo novényfaj. Felhasznalhato
levesek, fozelékek, martasok, husételek, és borok izesitésére. Tedjat fejfajas, kohoges és
1égzési zavarok enyhitésére hasznaljadk (www.aromax.hu). A legnagyobb mennyiségben
terpinén-4-0lt tartalmaz, amely alkoholos vegyiilet (Gupta et al. 2008). Husipari
készitményekben (pl. nyers kolbasz) novelte azok eltarthatosagat a termék izének negativ

befolyasolasa nélkiil (Busatta et al. 2008).

2.10.6 Muskotalyzsalya

A muskotalyzsalya ugyancsak az arvacsalanfélék (Lamiaceae) csaladjaba tartozo
novényfaj. Dél-Eurdpabdl szdrmazik, de mar vilagszerte termesztik. F6 komponensei a
linalil acetat és linalool. J6 antioxidans és antimikrobidlis hatast tulajdonitanak neki és

frissebb adatok szerint jO szinergista és additiv hatdst mutat gyakran alkalmazott

antibiotikumokkal (Giilgin 2004; Sienkiewicz et al. 2016).

2.11 A Kkisérlet soran felhasznalt mikroorganizmusok jellemzése

2.11.1 Bacillus cereus var. mycoides

A B. cereus a Bacillus nemzetség egyik leggyakoribb faja. Endosporat képzo, palcika
alaku, G-pozitiv baktérium. Fakultativ anaerob, talajbol gyakorlatilag szinte mindenhonnan
izlalhat6. Mivel enterotoxint termel, egyes ételekben (rizs, husfélék, tojas, burgonya)
elszaporodva hasmenéssel és hanyassal jard ételmérgezést okozhat (Ehling-Schulz et al.
2004). Halallal jaré ételmérgezés esetében is kimutattdk mar a baktérium jelenlétét,
majonézes tésztasalata fogyasztasat kovetden (Dierick et al. 2005). Biofilmképzésre
alkalmas torzs, amely képes gyorsan megtapadni példaul a zold salata feliiletén (Elhariry
2011).

2.11.2 Bacillus subtilis

A Bacillus nemzetség masik fontos képviseldje a B. subtilis. Endospoérat képzo6, palcika
alakt, G-pozitiv baktérium. Ritkan ételmérgezést is okozhat. Ez a baktérium felelds a
kenyérnyulosodasért, ilyenkor a termék belseje kendcsds allomanyuva valik és gyiimolcs-

észterre emlékeztetd szagu lesz (Magyar Elelmiszerkonyv, 2-81).
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2.11.3 Escherichia coli

Az E. coli az Enterobacteriaceae csaladba tartozé G-negativ baktérium. Az elsé
géntechnoldgiai eredmények (plazmid izolalds és transzformacio) is ezzel a torzzsel
sziilettek (Pesti 2001). Fakultativ anaerob, nem sporazo baktérium. A sejtek peritrich
flagellumokkal mozognak, szabalyos, egyenes rovid palcika alaktiak. A nem koérokozo
torzsek melegvért allatok normal bélflorajanak tagjai, K2-vitamint termelnek (Bentley és
Meganathan 1982). Elelmiszer-mikrobioldgiai vizsgalatokban a fekalids szennyezédés £6
indikatora. Egy 2003-as esettanulmany szerint petrezselyem fogyasztasat kovetden
ételmérgezésre jellemzo tiinetek jelentkeztek a fogyasztoknal. Vizsgalatokat kdvetden
sikeriilt bebizonyitani az E. coli jelenlétét és szerepét a betegség kialakulasaban (Naimi et
al. 2003). Szamos E. coli torzs korokozoé is lehet, mint példaul az enterohemorragias E. coli
(EHEC) amely vérzéses bélgyulladast okoz. Az O157:H7 szerotipusa verotoxint termel és
nem megfeleléen hokezelt hisokon fordulhat elé (Rodler 2005).

2.11.4 Pseudomonas putida

A P. putida egy G-negativ, palca alaku, szaprotrof baktérium a Pseudomonadaceae
csaladbol. Talajban ¢és vizben fordul eld leggyakrabban. Bizonyos fajok szimbidzisban
¢lnek novényekkel, ezért hasznos torzsnek szamit biopeszticidek kifejlesztésében
(Espinosa-Urgel et al. 2000). A leggyakoribb izhibak okozoi a Pseudomonas nemzetségbe
tartoznak (P. fragi, P. putida és P. fluorescens). A pszichrotrofok altalaban proteolitikus
romlast okoznak. Sok pszichrotréf baktérium képez lipazt, foszfolipazt, lecitinazt és mas
hidrolitikus enzimeket.

(http://www.tankonyvtar.hu)

2.11.5 Pseudomonas fluorescens

A P. fluorescens egy, a Pseudomonadaceae csaladba tartoz6 G-negativ, palcika alaku,
pszichrofil baktérium. Obligat aerob és talajban, vizben fordul el leggyakrabban. Gyakran
okozza husok, zdldségek romlasat és emellett hdstabil lipazokat és protedzokat termel,
amelyek a tej megsavanyodasat okozzak. Képes hiitott termékeken is elszaporodni és azok

romlasat el6idézni (Madigan et al. 2003; Deak 2006).
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2.11.6 Listeria monocytogenes

Az L. monocytogenes G-pozitiv, sporat nem képzd, mozgékony, fakultativ anaerob, palcika
alakn baktérium a Listeriaceae csaladbol. Katalaz-pozitiv, oxidaz-negativ, a vorosvérsejtek
pusztulasat okozo béta-hemolizint termel (Farber és Peterkin 1991). Az L. monocytogenes-
el valo fert6zés okozza a liszteriozis nevii betegséget. Mivel gyakran fordul el6 ujsziilottek
agyhartyagyulladdsdnak korokozdjaként, a varandés anyaknak nem ajanlottak a lagy
sajtok, hiszen ezek gyakran L. monocytogenesszel szennyezettek lehetnek (Genigeorgis et
al. 1991). Akar 0°C-on is életképes, a hiitott ételekben is képes szaporodni. Hiitdgépekben,
pl. 4 C kornyékén az elemi vas el6segiti az L. monocytogenes novekedését (Dykes és
Dworaczek (2002). A legvirulensebb élelmiszer atjan terjedd patogének egyike, a Listeria-
fert6zések a klinikai esetek 20-30 szazalékaban halallal végzédnek (Ramaswamy 2007).
Olsen és munkatarsai beszamoloja alapjan 2000-ben fert6zott pulykahus fogyasztdsat
kovetden 4 elhalalozés és 3 spontan abortusz kdvetkezett be az USA kiilonboz6 allamaiban
L. monocytogenessel valo fertézottség miatt. A forras a gyartd cég gyaraban volt, az eset

utan tobb tonna hust visszavontak a piacrdl (Olsen et al. 2005).

2.11.7 Staphylococcus aureus

A S. aureus egy G-pozitiv baktérium a Staphylococcaceae csaladbol. Egészséges emberek
borén, orrnyalkahdrtydjan, székletében is megtalalhato. Potencidlis korokozonak szamit az
enterotoxinok termelése miatt, amelyek szamos esetben eléfordultak élelmiszerekben is.
Leggyakrabban a nyers, magas fehérjetartalmt ételek, mint a tejtermékek, husok, salatak,
toltelékes péksiitemények kedveznek a baktérium szaporodasanak (Hennekinne et al.
2012). Az European Food Safety Authority (EFSA) 2013-as felmérése alapjan 2011-ben a
Staphylococcusok altal termelt enterotoxinok okoztak a legtobb ételmérgezést az Eurdpai
Unidban (EFSA, 2013). do Carmo és munkatarsai (2002) beszamoldja alapjan 1999-ben
Brazilidban két jarvany is bekovetkezett S. aureusal fert6zott sajt és tejtermékek
fogyasztasat kovetden, amelynek soran tobb mint hatszaz ember betegedett meg (do Carmo
et al. 2002). 2014-ben egy keresztelon felszolgalt S. aureuss-al fert6zott fagylalt miatt a

résztvevok nagy része ételmérgezést kapott (Fetsch et al. 2014).

2.11.8 Serratia marcescens
A S. marcescens az Enterobacteriaceae csaladba tartozd, G-negativ, palcika alaku
baktérium. Szaprofita, opportunista patogén, fakultativ anaerob. Vords szinli pigmentet,

prodigiozint termel. Humanpatogén, hugyuti, illetve léguti fertézéseket okoz, ritkan
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kenyérbetegséget is okoz. Megtaldlhatdé a szalldé porban, fiirdészobaban, talajban,
tragyaban (Pesti 2001). Kutatasok szerint a prodigiozin nevii vords pigment termelése QS

szabalyozas alatt all (Van Houdt et al. 2007).

2.11.9 Pichia anomala

A Pichia (Hansenula ¢és Hyphopichia) nemzetség a Saccharomycetaceae csaladba
(élesztbgombafélék) tartozik. A P. anomala széles korben elterjedt, izolaltdk mar
ételekbol, rovarokbol, szennyvizbdl, emberi szovetbdl és egyre tobb kutatasban hasznaljak
fel modellszervezetként (Walker 2011). Gylimolcs- és zoldség-eredetli ¢lelmiszerekben

erjedéses romlast okoz. Folyadékok feliiletén hartyaképzésre hajlamos.

2.11.10 Debaryomyces hansenii

A D. hansenii a Saccharomycetaceae csaladba (élesztégombafélék) tartozo faj. Ozmo-,
halo- és xerotolerans nem patogén, proteolitikus és lipolitikus enzimeket termel és
tejtermékekben, sajtokban fordul el6 a leggyakrabban (Fleet 1990; Seiler 1996; Breuer és
Harms 2006). Korabban mar kimutattak, hogy bar fontos szerepe van a sajtgyartasban a
jellegzetes mikroflora tagjaként, nagyon savas és alacsony viztartalmt termékek romlasat
okozhatja (Jakobsen és Narvhus 1996). Ujabb kutatasok azt mutatjak, hogy olivabogyodk

esetében tagja lehet termékromlast okoz6 biofilm kézosségeknek (Grounta et al. 2015).

2.11.11 Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomycetaceae csaladba tartozd pék- vagy sorélesztd, sejtjei ovalisak, 5-10
mikrométer atmérdjiek. Ezzel a fajjal termelik a sor-, a bor-, a takarmanyélesztét, és a
stitdélesztot és ezt az élesztot alkalmazzak leggyakrabban a fermentécios eljarasokban is. A
gylimdlcslevek erjesztheté cukrokban gazdagok, és alacsony pH-juk miatt romlasukat
leggyakrabban S. cerevisiae okozhatja. Palackozott borok és sorok zavarosodasat is

gyakran okozhatja S. cerevisiae (Deak 2001; Aneja et al. 2014).

2.11.12 Chromobacterium violaceum 85WT

A baktérium a Neisseriaceae csaladba tartozik, G-negativ, fakultativ anaerob és altalaban a
tropusi és szubtropusi régiok vizeinek és talajanak normal florajat alkotja (Kumar 2012). A
violacein pigment termelése miatt, a kolonidk sotétlila szinliek. A violacein ugyanakkor

egy természetes antibiotikum is, amely hasznos lehet kiillonb6zd raktipusok kezelésében
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(Kodach et al. 2006). A violacein termelése QS szabalyozas alatt all, ezért szdmos anti-QS

hatast vizsgalo kutatasban hasznaljak modellszervezetként (McKlean et al. 1997).

2.11.13 Rhizobium radiobacter NTL4 (pZLR4)

Az NTL4 torzs egy rekombinans plazmiddal rendelkezik (pZLR4) amely rezisztenciat
biztosit a gentamicinnel szemben, igy szelektalhatd. A kornyezetében levé AHL
jelmolekulak a TraR fehérjéhez kapcsolddnak, aktivaljak azt, majd a fehérje aktivalja a
traG gént. Jelen esetben ez mutacidt szenvedett a lac Z inszercido révén, ami a béta
galaktozidaz gént kodolja. Igy a torzs felhasznalhaté az AHL jelmolekulak kimutatasara,
ugyanis a jelmolekula jelenléte kék elszinez6dést eredményez a taptalajon azaltal, hogy a

béta galaktozidaz lebontja az X-gal-t (Cha és mtsai 1998).

2.11.14 Chromobacterium violaceum CV026
A C. violaceum torzset mini-Tn-5 transzpozon mutagenezisnek vetették ala igy egy

violacein-negativ, fehér mutanst kaptak, amely nem termeli a szinanyagot, de érzékeli az

AHL jelmolekula jelenlétét (McClean et al. 1997).

2.11.15 Escherichia coli JM 109 pSB 535 és pSB 1075
Az E. coli M 109 pSB536 és pSB1075 esetében az AHL jelmolekulék jelenléte indukalja

a torzsek lumineszcencidjat. A pSB536 a C4 mig a pSB1075 a 3-0x0-C12 hosszusagl
AHL jelmolekulakat érzékeli (Winson et al. 1998).
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3. CELKITUZESEK

Az élelmiszerbiztonsag napjainkban szamos fontos kérdést vet fel és komoly kihivas elé
allitia a gyartokat. A mikrobiologiai szennyezddés és a gyors romlds miatt nagy
mennyiségli termék keriil kidobasra anélkiil, hogy eljutna a fogyasztokig. Az
ovintézkedések ellenére fennall annak a veszélye is, hogy a haztartasokba keriild termékek
szennyezettek élelmiszerromlast okoz6 vagy patogén mikroorganizmusokkal. Ennek
kikiiszobolése elsddleges cél az ipar szamara. Ugyanakkor a mesterséges élelmiszer
adalékanyagokkal szemben hatarozottan ndvekszik a fogyasztoi ellendllas, illetve a
rezisztens torzsek kialakulasa is egyre komolyabb gondokat okoz. Egyértelmiivé valt, hogy
olyan antimikrobialis szereket kell talalni, amelyekkel szemben nem alakul ki rezisztencia,
viszont képesek hatékonyan gatolni a mikrobak szaporodasat. Mindezek mellett pedig az
¢lelmiszeriparban hasznalhat6, kellemes, a termékekkel harmonizalé iz és illat
jellemzokkel rendelkeznek.

A fentiek alapjan, munkank f6 célja a kivalasztott novényi illdolajok és illoolaj
OsszetevOok antibiofilm és anti-QS hatasanak vizsgalata volt élelmiszerromlast okozo,

illetve patogén mikroorganizmusokkal szemben.

Munkénk elején a kdvetkezd célokat fogalmaztuk meg:

1. Illdolajok ¢és f6  komponenseik élelmiszerronté illetve  korokozo
mikroorganizmusokra gyakorolt hatasa: az antimikrobialis gatlo hatas és a

biofilmképzés gatlasanak vizsgalata.

2. A QS mechanizmus jelmolekulainak kimutatasa élelmiszerekrdl izolalt torzsekbdl.

Illoolajok és f6 komponenseik hatasa a QS mechanizmusra.

3. Illdolajok felhasznalhatosaganak vizsgalata élelmiszerek (hus, gyiimolcs, zoldség,

gyiimolcslé) mikrobialis romlasanak megelozésére.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
41  Tapkozegek

Luria Bertani (LB) tapoldat:
10 g tripton; 10 g NaCl; 6,6 g éleszt6kivonat; 1000 ml desztillalt viz
Tripton-glikkoz tapoldat (TGE):
10 g gliikoz; 5 g tripton; 2,5 g élesztékivonat
Malatas tapoldat (MEA):
50 ml malata kivonat; 5 g ¢lesztokivonat; 5 g gliikoz
Tripton-szoja tapoldat (TSB):
17 g pepton kazein; 3 g szo6ja pepton; 2,5 g glikoz; 5 g NaCl; 2,5 g KoHPOq
Brillantzold-laktoz-epe leves (BBL):
10 g tripton; 10 g laktdz; 20 g marhaepe; 2,7 ml 5%-os brillanszold oldat.
Glicerines taptalaj S. marcescens tenyésztésé¢hez:
10 g huskivonat; 10 g bakto pepton; 10 ml glicerin
Autoinducer bioassay (AB) minimal taptalaj:
20 ml 20x foszfat torzsoldat; 20 ml 20x nitrogén so torzsoldat; 1 ml glikoz
torzsoldat; 40 pg/ml X-Gal (5-Bromo-4-kloro-3-indolil-B-galaktopiranozid) — 400
ml desztillalt vizben
20x Foszfat torzsoldat: 60 g K2HPO4; 20 g NaH2PO4
20x Nitrogén so torzsoldat: 20 g NH4Cl; 6 g MgSO4+7H20; 3 g KCI; 0,2 g CaClx+
2H20; 0,05 g FeSO4+ 7H20
Gliikoz torzsoldat: 0,5% oldat desztillalt vizben
Salmonella elddusito:
10 g pepton kazein; 5 g NaCl; 9 g NaaHPO4; 1,5 g KH2PO4.
Rappaport-Vassiliadis elédusito:
5 g szoja pepton; 8 g NaCl; 1,6 g KH2POgs; 40 g MgCI+6H,0; 0,04 g malachitzold;
pH=5,2+0,2
Tripton leves:
20 g tripton; 10 g NaCl; 2 g DL-triptofan.
Szelektiv taptalajok:
Palcam szelektiv agar (L. monocytogenes kimutatasahoz):
26 g peptonok; 10 g mannitol; 0,5 g gliikéz; 1 g oldhaté keményitd; 15g litium
klorid; 0,8 g eszkulin; 0,6 g vas(lll)-ammonium-citrat; 0,08 g fenolvords; 13 g agar,

szelektiv kiegészit6: 10 mg polimixin B; 5 mg akrilflavin hidroklorid; 20 mg ceftazidim,
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Pseudomonas szelektiv agar:
10 g savas hidrolizalt kazein; 16 g zselatin pepton; 10 g K2SO4; 1,4 g MgCl; 11 g
agar; 10 ml glicerol; szelektiv kiegészit6: 25 mg cefalotin; 5 mg fucidin; 5 mg
cetrimid.

Baird Parker szelektiv agar (Staphylococcus kimutatasara):

10 g peptonok; 10 g Na-piruvat; 12 g glicin; 5 g litium klorid; 17 g agar; szelektiv

kiegészitd: 60 ml steril tojassarga-tellurit emulzio.

E. coli szelektiv agar:

20 g tripton; 1,5 g epeso; 0,075 g X-glucuronid; 0,1 g magenta-gal; 15 g agar.

4.2  Mikroorganizmusok

A felhasznalt mikroorganizmusokat az 1. tablazat tartalmazza. A torzsek a Szegedi
Tudomanyegyetem TTIK Mikrobiologiai Tanszékén mikddd Szegedi Mikrobioldgiai
Torzsgytjteménybdl (SZMC; WDCM 987) szarmaznak. A kisérleti tenyészetek
fenntartasa a megfeleld taptalajokon tortént kéthavonkénti atoltassal, és 4 °C-on torténd

tarolassal.

Izolalas

A zoldségeket (paprika, honapos retek, paradicsom, fejes salata) és salatakeverékeket
(csomagolt salata és a csirakeverék) helyi piacrol, illetve iizletbdl szereztilk be. Steril
koriilmények kozott 2 mm vastag szeleteket vagtunk a zoldségekbdl, amelyeket LB
taptalajra helyeztiink. A saldtakeverék és csirakeverékek esetében salata, illetve csira
darabot helyeztiink a taptalajra. Inkubaciot kovetden (24 ora) a kindtt telepekbdl tobbszori

atoltassal tiszta tenyészeteket készitettiink.

A husok esetében csirke-, illetve kacsamell feliiletét steril mintavevé palcaval atdorzsoltiik,
majd a palcat 9 ml steril pepton vizbe (10 g pepton, 5 g NaCl, 1000 ml desztillalt viz)
helyeztilk 30 percre. Az igy kapott sejtszuszpenziobol 6tlépcsos, tizszeres higitasi
sortkészitettiink, minden higitast kioltottunk LB taptalajra majd tiszta tenyészeteket
készitettiink. Az izolatumokat Gram szerint festettik és meghatarozasig a Szegedi

Mikrobiologiai Torzsgylijtemény kdvetelményei szerint taroltuk.
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1. tablazat. A kisérletek soran felhasznalt laboratoriumi torzsek.

Fajnév Szubsztrat/lzolalasi  Torzsgyiijtemény kodja
hely (SZMC)
Bacillus cereus var. mycoides -/- 0042
Bacillus subtilis -/- 0209
Escherichia coli -/- 0582
Pseudomonas putida -/- 291T
Pseudomonas fluorescens laskagomba termétest/ 16106
Magyarorszag
Staphylococcus aureus Klinikai minta/ 110007
Magyarorszag
Listeria monocytogenes nyul/ Egyesiilt 21307
Kiralysag
Pichia anomala tejfolgyartas utani 8061Mo
savo/ Mongolia
Debaryomyces hansenii -/- 0349
Chromobacterium violaceum 85WT -/Dr. Szegedi E. 6269
Chromobacterium violaceum CV026 | mutans/Dr. Szegedi E. 6267
Serratia marcescens -/- 0567
Rhizobium radiobacter NTL4 mutans/- 21407
(pZRL4)
E. coli IM109 mutans/- 22676
E. coli IM109 pSB535 mutans/- 22677
E. coli IM109 pSB1075 mutans/- 22678
Saccharomyces cerevisiae vad feketeribizli/ MB-021
Mongolia

4.3  Baktériumtorzsek izolalasa és meghatirozasa élelmiszerekrol

Fajmeghatarozas

A fajmeghatarozas céljabol a tiszta tenyészeteket 1 ml LB tapoldatba oltottuk Eppendorf
csovekbe. A tenyészeteket 24 orat kovetden lecentrifugaltuk majd DNS-t vontunk ki
beldlik. Ehhez 0,5 ml LETS puffert (0,1 M LiCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI, pH 8,
0,5% SDS) mértiink a csovekbe, majd 1 percig kevertettiik a mintakat. 0,5 ml fenol:
kloroform: izoamil-alkohol (25:24:1) keveréket pipettaztuk a csévekbe majd ujabb keverés

¢és centrifugalds (10000 rpm) kovetkezett 10 percig. A felsé fazist, a kozépsd fazis
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megzavarasa nélkiil atpipettaztuk egy ijabb cs6be. Hozzaadtunk 0,6 ml abszolut etanolt,
majd centrifugéltunk (10000 rpm,10 perc). A feliiliszot leontottik majd 0,6 ml 70%
etanolt mértiink a csovekbe és ismét centrifugdltunk (10000 rpm, 10 perc). A feliiliszo
eltavolitasat kovetbéen a mintakat szaritottuk (10 perc) és a kapott iiledéket 50 ul steril
desztillalt vizbe felszuszpendaltuk.

A PCR  reakciohoz az  EubF-534R  primert  haszndltuk  (Eub  8F:
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG; 534R: ATTACCGCGGCTGCTGG). 25 ul
rekcidelegyhez a kovetkezd Osszetevoket mértilk: ANTP mix (2mM, Fermentas): 2,5 ul;
puffer (10x DreamTaq puffer, 20 mM MgCl. tartalmaz, Thermo Scientific): 2,5 ul; primer
(10x higitas, tomény: 100 uM, Thermo Scientific): 0,625-0,625 pl; Taq (10x higitas,
DreamTaq DNA polymerase, 500 U, 5 U/ ul, Thermo Scientific): 0,05 ul; bidesztillalt viz:
16,2 pl.

A reakcio 25 pl végtérfogatban zajlott 23 pl reakcidelegy és 2 ul DNS minta

Osszemérésével, a kovetkezd paraméterekkel:

94 °C — 2 perc

94 °C — 30 mp
51°C—-45mp 30 x
68 °C — 1 perc

68 °C — 10 perc

A PCR terméket, etidium-bromidot (10 mg/ml torzsoldat desztillalt vizben oldva)
tartalmazo 2%-os agar6z gélen futtattuk 120 V fesziiltséggel 40-50 percen keresztiil. Az
agar6z gél és a futtatoelegy elkészitéséhez Tris-acetat-EDTA (TAE) puffert (40 mM Tris-
ecetsav (pH 7,6), 1 mM NaEDTA) hasznaltunk. A fragmenteket 100-1000 bp nagysagh
molekulatomeg markerhez viszonyitottuk. 10 ul PCR terméket szekvenaldsanak vetettiik
ald a fajszintli azonositas céljabol (SeqOmics Biotechnology). A szekvencidkat a ,,Finch
TV” program segitségével jelenitettiik meg. A szekvenciak elemzése a BLAST programok
hasznalataval, az NCBI (National Center for Biotechnology Information) nemzetkozi

adatbazisban torténd kereséssel tortént.
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4.4 A felhasznalt illoolajok és illoolaj osszetevok

Az alkalmazott novényi illdolajokat az Aromax Zrt-t6l (Budapest, Magyarorszag)
szereztiik be (2. tablazat). Az Osszetevok meghatarozasa a gyartd laboratoriumaban az
alabbi késziilékkel tortént: Agilent GC 6850 Series IlI; MS 5975C VL MSD, Agilent
19091S-433E kolonna. Az illdolajok f& komponenseit a Sigma Aldrich (Magyarorszag)
cégtdl szereztiik be (2. tablazat).

2. tablazat. A kisérletek soran felhasznalt illoolajok és Gsszetevok.

Novény neve Novényrész* Felhasznalt 6
Osszetevo
Citrom (Citrus lemon) Gylimdlcshéj limonén
Boroka (Juniperus communis) Tobozbogyd a-pinén
Majoranna (Origanum Hajtas terpinén-4-ol
marjorana)
Muskotalyzsalya (Salvia Hajtas linalool
sclarea)
Fahéj (Cinnamomum Ceyloni fahéjfa bels6 fahéjaldehid
zeylanicum) kérgébol
Kakukkfti (Thymus vulgaris)  Vastagabb, fas szarak nélkiili timol

virdgzo hajtas

* a gyarto altal megadott adatok alapjan

Az illoolajokbol 2015-ben uwjabb adagot rendeltink a gyartotol nagyobb (40 ml)
kiszerelésben. Ezen illoolajok Osszetételének meghatarozasat Dr. Boszorményi Andrea
(Semmelweis Egyetem, Farmakognozia Intézet) végezte az alabbiak Szerint: az analizis
Agilent 6890N/5973N GC-MSD késziilékkel, Supelco SLB-5MS kapillaris kolonnan (30
m x 250 um x 0,25 pm) tortént. A kolonna hémérséklete 60-250 °C kozott valtozott. A
vivogaz hélium, az aramlasi sebesség 1,0 ml/perc (37 cm/s) volt. A detektalas quadrupole
tomegszelektiv detektorral tortént, elektronionizacios (70 eV), teljes scan modban. Az
adatokat MSD ChemStation D.02.00.275 software (Agilent) segitségével értékelték ki. A
kvantitativ azonositds sordn a komponensek retencids idejét és tomegspektrumait
standardok ¢és a NIST 02 konyvtar adataival hasonlitotta Ossze, a szdzalékos értékelést

tertilet-normalizacidval végezte el.
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4.5 Tenyésztési korillmények

A Bacillus torzseket ¢és a P. fluorescens-t TGE, az E. coli, S. aureus, S. marcescens, C.
violaceum 85 WT illetve P. putida LB, a L. monocytogenes TSB, a P. anomala és D.
hansenii élesztoket pedig MEA tapkozegben novesztettilk. A tesztek soran a Bacillus, C.
violaceum baktériumokat ¢és az ¢lesztéket 30 °C-on, az E. coli, S. aureus, L.
monocytogenes baktériumokat 37 °C-on, a Pseudomonas torzseket pedig 25 °C
homérsékleten inkubdltuk. A kornyezeti izolatumok mindegyikét LB tapoldatban
novesztettiik 30 °C-on.

A QS indikator torzsek esetében a C. violaceum CV026 és R. radiobacter NTL4 (pZRL4)
torzseket 30 °C, mig az E. coli JM 109-es torzseket 37 °C hémérsékleten tenyésztettiik.

46  Antimikrobialis hatas és biofilmképzés gatlas vizsgalata
4.6.1 Minimalis gatlo koncentraciok (MIC) meghatdarozdsa

A MIC értéknek azt a legkisebb illoolaj, vagy illéolaj komponens koncentraciot
tekintettiik, amely még megakadalyozta az adott mikroorganizmus szaporodasat. Ezen
érték meghatdrozasahoz a torzseket a leirt tapkozegben és hdmérsékleten tenyésztettiik 96
cellas polisztirol mikrotiter lemezeken. Az illdolaj koncentracidtartomany 100-0,1 mg/ml
koz¢ esett és az illoolajok emulgealasahoz 1%-0s TWEEN 40-et adtunk az oldatokhoz. A
mikroorganizmusok korai stacioner fazisban 1évé 10°/ml sejtszamil szuszpenziojabol 100
pl-t adtunk az illdolajos tdpkozegekhez, majd a tenyészeteket 24 Oran at inkubaltuk. Az
ill6olajokat nem tartalmazo sejtszuszpenzids tapoldat szolgalt pozitiv kontrollként, €és a
sejtmentes, illdolajos tapoldat negativ kontrollként.

Ezt kovetden 600 nm-en mértiik az abszorbanciat mikrotiterlap olvasokkal (ASYS Jupiter
HD, ASYS Hitech; SPECTROstar Nano, BMG Labtech). Azt a koncentraciot tekintettiik
MIC értéknek, ahol a pozitiv kontroll abszorbancidjdhoz képest + 10%-ra csokkent
értékeket mértiink. Az ennél nagyobb eltérést novekedésként értékeltiik. Az illoolaj vagy
illéolaj komponens, illetve szuszpenzio nélkiili tapoldat (hattér) optikai denzitds értékét
minden esetben kivontuk a kapott eredménybdl. A keresést minden ill6olaj és komponens
esetében harom parhuzamos méréssel végeztiik. A MIC értékek meghatarozasat minden 0

gyartasi szdmmal rendelkezd illoolaj tételnél megismételtiik.
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4.6.2 Biofilmképzés gatlasa

Biofilmek kialakitdsa és kezelése

A biofilmeket 96-cellas polisztirol mikrotiter lemezeken alakitottuk ki. Egy cellaba 200 ul
108/ml sejtszamu, korai stacioner fazisban 1évé sejtszuszpenziot adtunk, és a lemezeket
megfeleld hdmérsékleteken 4 6ran keresztiil mozgatas nélkiil inkubaltuk, hogy eldsegitsiik
a sejtek letapadasat. Ezutan a le nem tapadt sejteket fiziologias sooldattal (9 g NaCl, 1000
ml desztillalt viz) kimostuk, és a letapadt sejtekhez hozzaadtuk az illdolajat vagy illdolaj
komponenst MIC/2 koncentracioban tartalmazd megfelel tapoldatokat. Ebben az esetben
is az oldatok 1%-0s TWEEN 40-et tartalmaztak. 24 6ras inkubacio kovetkezett a megfeleld
hémérsékleten. Az illdolajokat nem tartalmazoé sejtszuszpenzids tapoldat szolgalt pozitiv
kontrollként, és a sejtmentes, illdolajos tapoldat negativ kontrollként (hattér). A

kezeléseket hat parhuzamos méréssel végeztiik.

Biofilmképzés gatlasdnak vizsgilata kristalyibolyaval valo festéssel

A 24 orat kovetéen a le nem tapadt sejteket pipettaval eltavolitottuk, majd a mikrotiter
lapokat (a szabadon uszd sejtek eltavolitasa céljabol) fiziologias sooldattal tobbszor
atoblitettiik. Minden mintahelyre 200 pl 99%-0s metanolt mértiink, hogy rogzitsiik a
sejteket, majd 15 perc utan a metanolt eltavolitottuk, és a lemezeket szaritottuk. Ezutan 200
ul 0,1%-o0s kristalyibolya oldatot mértiink a cellakba. 20 perc inkubalas utan a felesleges
festéket vizzel lemostuk. Végiil a biofilmekhez ko6todott festéket 150-150 pl 33%-0S
ecetsavval kioldottuk €s 590 nm-en abszorbanciat mértiink. A kristalyibolya kapcsolodik a
biofilmek extracellularis matrixan beliili negativ t6ltésti felilleti molekulakhoz és
poliszacharidokhoz ¢és igy lehetdvé teszi a biofilm teljes biomasszajanak becslését a

mikrotiter lap celldjaban (Peeters et al. 2008).

Kevert mikrobialis biofilmek kialakitasa és kezelése

A kevert tenyészetes kisérletekben L. monocytogenes/P. putida, L. monocytogenes/E. coli,
L. monocytogenes/S. aureus, és E. coli/P. putida kombinaciokat teszteltiink.

A sejtszam beallitasa esetében figyelembe vettiik az antagonizmus lehetéségét. Ennek
tesztelése érdekében 1:1 aranyban kevertik Ossze a tenyészeteket 10° 10% és 103
sejtszamok mellett. Egy napos inkubaciot kdvetden a mikrobaknak megfeleld szelektiv

taptalajokra szélesztettiik a higitott tenyészeteket és telepeket szamoltunk. Az optimalis
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kezd§ sejtszam (ahol még nem gatoljak egymads novekedését), 102 TKE/ml volt a Listeria-
E. coli, illetve 10° TKE/ml volt a Listeria-Staphylococcus és a Listeria-Pseudomonas
parositasok esetében.

Elozetesen megvizsgaltuk azt is, hogy a hasznalt tapkozeg Osszetétele befolyasolja-e
eredményeinket. Mivel nem észleltiink szignifikans eltérést az LB és TSB kozott, a
tovabbiakban a tapanyagokban gazdagabb TSB tapoldatot hasznaltuk a kevert tenyészetek
kialakitasahoz. A megfeleld sejtszam beallitdsa utan a kevert baktériumkozosségeket 37
°C-on inkubaltuk 1 napig. A biofilmképzés el6tt — a megfeleld szelektiv taptalajok
segitségével - meghataroztuk az egyes baktériumok sejtszamat és aranyat a kdzosségen
beliill, majd a 4.6.2 fejezetben leirtak szerint tortént a biofilmképzés. Az illdolajok
vételével alakitottuk ki a kdvetkezd tartoményban: MIC/4, MIC/2, MIC, ¢és 2 MIC. Ujabb
24 oras inkubaciot kovetden ellendriztiik a kezelt tenyészetek sejtszamat. A letapadt
biofilmeket mechanikusan kaparéssal és ultrahanggal tavolitottuk el a mikrotiterlap falarol
¢s higitast kovetden szélesztést végeztiink a megfeleld szelektiv taptalajokra a kezelt, és a

kontroll mintakbol. A biofilmek festése a 4.4.2 fejezetben leirtak szerint tortént.

4.6.3 Biofilmképzés gatlas vizsgalata pdsztdazo elektronmikroszkop (SEM) segitségével

Az alkalmazott tapoldatok ¢és tenyésztési koriilmények megegyeznek a 4.1 és 4.5
fejezetben leirtakkal és a mintak elékészitése is hasonld volt. A biofilmeket zsirtalanitott
fedSlemezeken alakitottuk ki: 5 ml 24 oras, 108 TKE/ml sejtszuszpenziot pipettaztunk a 6
lyukt mikrotiter lemezekbe helyezett feddlemezekre, amelyek tapadasi feliiletként
szolgaltak a sejtek szamara. A kevert tenyészetek esetében a 4.6.2 alfejezetben emlitett
sejtszam aranyokkal dolgoztunk. Négyoras tapadast kovetéen a lemezeket atmostuk
fiziologias sooldattal, majd az el6zd kisérletekben hatdsosnak bizonyulo illdolajokat
alkalmaztuk gatlészerként MIC/2 koncentracioban. Pozitiv kontrollként kezeletlen
mintdkat hasznaltunk, ahol tapoldattal fedtiik be a targylemezeket. 24 o6rat kovetden a
tapoldatokat eltavolitottuk, fizioldgias sooldatos mosas kovetkezett, majd el6készitettiik a
mintdkat a SEM protokollnak megfeleléen. A mintakat a biofilm rogzitése céljabol 2,5%
glutaraldehidben szobahOmérsékleten 2 orat inkubaltuk, majd 50%, 70%, 80%, 90% és
100%-os etanollal 2x15 perces id6tartamokban viztelenitettiink. A fed6lemezeket ezutan
tercier butil alkohol: abszolut etanol 1:2, 1:1, 2:1 aranyu keverékébe, majd 100%-0s tercier

butil alkoholba helyeztiik 1-1 6rara, szobahdmérsékleten. A mintdkat végiil tomény tercier
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butil alkoholban 4 °C-on fagyasztottuk, és egy ¢&jszakdn at fagyasztva szaritottuk. A
mintdkat rogzitettik, majd a sziikséges aranyréteg felvitelét kovetéen (Quorum
Technologies SC 7620 ’Mini’) a mintakat Hitachi S4700 pasztaz6 elektronmikroszkop

segitségével vizsgaltuk.

4.7 A QS mechanizmus vizsgalata

4.7.1 QS jelmolekulik jelenlétének kimutatasa

A jelmolekulak kimutatasa négy indikator torzs segitségével tortént. Az R. radiobacter
NTL4 (pZLR4) a C6-C12 szénlanc hosszusagh AHL jelmolekulakat képes felismerni, mig
a C. violaceum 026 a C4-C6 hosszusaguakat.

Az R. radiobacter NTL4 (pZLR4) esetében az indikator torzset 30 mg/l gentamicinnel
Kiegészitett AB tapoldatban tenyésztettilk (120 rpm, 28 °C). Pozitiv kontrollként az R.
radiobacter AT6 torzset hasznaltuk, amelyet hasonld koriilmények kozott tenyésztettiink
az antibiotikum elhagyasaval. Petri csészékbe 10-10 ml X-gal-t (40 ug/ml) és 2% agart
tartalmazé AB taptalajt Ontottiink. A csészéket két csoportra osztottuk, egy résziik
kontrollként szolgalt: itt az AB taptalajra 10-10 ml 0,7% agartartalmu, X-galt tartalmazo
AB taptalajt ontottink. A masik adagra 10 ml 0,7% agartartalmu, X-galt és az NTL4
(pZLR4) indikator torzset tartalmazé taptalaj keriilt. A taptalajokra a vizsgalni kivant
izolatumok 24 6ras tenyészeteinek (108 TKE/ml) feliilasz6jabol (5000 g, 15 perc) 60 pl
pipettaztunk a dugofuroval kivagott lyukakba (atméré: 6 mm). A csészéket 24 6raig, 28 °C
hémérsékleten inkubaltuk. A kék elszinezddés jelezte az X-gal hidrolizisét és az AHL
jelenlétét.

Hasonloan jartunk el a C. violaceum 026 mutans esetében, amely a rovidebb szénlanct
(C4-C6) AHL jelmolekulakat érzékeli. Jelen esetben a tapkozeg kanamicinnel (25 pg/ml)
kiegészitett LB volt.

Az E. coli JM 109 pSB 535 és E. coli JM 109 pSB 1075 torzsek esetében az AHL
jelmolekulak jelenléte lumineszcencia kibocsatasat valtja ki. A torzseket LB tapoldatban
ampicillin (100 pg/ml) jelenlétében novesztettiik (37 °C, 24 o6ra). A tizszeresére higitott
tenyészetekbdl 100 pl-t pipettdztunk fehér mikrotiterlapokra (VWR). Ezekhez 100 pl
vizsgalni kivant szuszpenzio steril feliiluszojat adtuk, majd 7 o6rés inkubacidt kovetden
mikrotiterlap olvasoval (FLUOstart OPTIMA, illetve SPECTROstar Nano; BMG Labtech)
lumineszcenciat és abszorbanciat (450 nm) mértiink. Pozitiv kontrollként AHL

standardokkal (1 pg/ml N-dodecanoil-DL-homoszerin lakton, illetve N-butiril-DL-
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homoszerin lakton; Sigma Aldrich) kiegészitett 100 pl tapoldathoz adtunk 100 ul indikator
torzset. Negativ kontrollként AHL standardot nem tartalmazd tapoldattal kiegészitett
indikator torzs szolgalt. A kapott értékeket relativ lumineszcencia/abszorbancia 450 nm
(RLU/ODasonm)-ban adtuk meg. Az indukalt biolumineszcenciat a relativ indukalt AHL
mennyiségével fejeztiik ki, amelyet a RLU/ODassonm ratdjaként szamoltunk ki a negativ
kontrollhoz viszonyitva.

Az Al-2 jelmolekulak kimutatasahoz a Wattanavanitchakorn és munkatarsai (2014)
modszerét alkalmaztuk. A torzsek sejtmentes feliiluszoihoz 1 ml reagenst adtunk, amely 50
ml 10 mM 1,10 fenantrolin oldat (pH 2) és 50 ml 3,32 mM Fe2(SOa4)3 oldat keverékébdl
allt. Egy perc inkubalas utan a kapott elegyet desztillalt vizhez adtuk 5 ml végtérfogatban.
Sterilre sziirtiik (0,2 um porusatmérdjii sziiron), majd 3 percen beliil lemértiik a mintak
abszorbcids spektrumat. Pozitiv kontrollként tapoldatba kevert 20 uM aszkorbinsav és
negativ kontrollként maga a tapoldat szolgalt. A reakcié alapelve, hogy az Al-2
jelmolekula szerkezete az aszkorbinsavéhoz hasonlit. Az AI-2 redukalja a Fe(Ill) és a
keletkez6é Fe(Il) pedig kapcsolodik a fenantrolinhoz és a keletkez6 [(o-fen)s Fe]SO4
narancssarga-piros szint eredményez, ami spektrofotometridsan mérhetd. A folyamat az

alabbi reakcidegyenleten alapul:

4.7.2 Anti-OS hatas vizsgalata szilard és folyadéktenyészetekben

Anti-OS hatis kimutatdsa papirkorong diffizids mddszerrel

El6zoéleg C. violaceum 85 WT torzzsel leoltott és beszaritott LB taptalajt tartalmazo6 Petri
csészékre 6-8 mm atmérdju steril sziirGpapir korongokat helyeztiink. Ezekre a 1-3 ul
tomény illoolajat vagy komponenst vittlink fel. A fahéjolajbol és a fahéjaldehidbdl
(er6teljes antimikrobialis hatasuk miatt) Y2-es, valamint Y4-es higitasokat (LB + 1% Tween
40) alkalmaztunk. A kristalyos timolt 96%-0s etanolban oldottuk. A 100 mg/ml
torzsoldatbdl tizszeres higitast készitettlink €s ezt, valamint a torzsoldatot is rapipettaztuk a
korongokra a fentebb emlitett mennyiségekben. Desztillalt vizzel atitatott papirkorong
szolgalt kontrollként. A papirkorongok koriil altalaban két korkords zona alakul ki: a belsé
zonaban nincs ndvekedés, mig a kiils6 zonaban a baktérium novekszik, de szintelen. A

depigmentaltsag okozta szintelen zondkat mértiik (mm), ugyanis a baktérium szinanyag
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termelése QS szabalyozas alatt all. A kezeléseket harom parhuzamos méréssel végeztiik.

Hasonldan jartunk el a S. marcescens esetében is, ahol a tapkozeg glicerines taptalaj volt.

Anti-OS hatis kimutatdsa folyadéktenyészetben

A violacein és prodigiozin pigmentek termelddésének gatlasat mennyiségi mérésekkel is
kimutattuk. 10 ml LB tépoldatot hasznalva kiilonb6z6 koncentracioja (0,005%; 0,01%;
0,05%; 0,1%; 0,2%; 0,5%) illéolaj oldatokat készitettiink, amelyeket beoltottunk 10°
sejtszamu 48 oras C. violaceum 85 WT vagy S. marcescens szuszpenzidval. 24 6ras 30 °C-
on végzett razatast kovetéen 2 ml mintat lecentrifugaltunk (12 000 rpm 20 perc; Heraeus
Pico 17 centrifuga), a feliiliszot leontottiik és az tiledékhez 2 ml DMSO-t (C. violaceum
esetében), vagy 600 ul acetont és 200 ul citratot (S. marcescens esetében) adtunk. A
mintakat 10 percig vortexeltiik, allni hagytuk 5 percig, majd Gjabb 10 perces keverés
kovetkezett. Centrifugdlast (12000 rpm, 20 perc) kovetden lemértik a feliiliszo
abszorbanciajat (S. marcescens: 535 nm; C. violaceum: 585 nm). A mintak sejtszamat

(TKE/ml) is meghataroztuk a megfeleld taptalajra valo szélesztéssel.

Negativ kontrollként az oldoszert, mig pozitiv kontrollként illdolajmentes mintat
hasznaltunk.
Fontos megemliteni, hogy S. marcescens esetében 0,3% agar-agar hozzaadasaval tudtuk

indukalni a pigment-termelést.

4.71.3 A QS gatlas és biofilmképzés gatlas kozti osszefiiggés vizsgalata

A biofilmképzés és a QS mechanizmus kozotti kapcsolat hatterének feltarasa érdekében,
megvizsgaltuk a C. violaceum 85 WT torzs biofilmképzését és pigmenttermelését
illoolajok jelenlétében. A torzset 20 ml LB tapoldatban tenyésztettiik 30 °C-on, razatas
mellett 24 6raig.

A biofilmképzés a 4.6.2 fejezetben leirtak szerint tortént, néhany modositassal. A mintakat
két csoportra osztottuk: a nem eldkezelt csoport esetében négy oOras letapadasi folyamat
tortént (200 pl sejtszuszpenzio 108 TKE/ml sejtszammal/ cella). Az elSkezelt csoport
esetében a négy oOrds tapadasnal mar hozzdadtuk az illdolajokat/komponenseket QS gatld
koncentracioban (150 pl 108 TKE/ml sejtszuszpenzié + 50 ul illdolajos oldat). A
koncentraciok a folyadéktenyészetekkel végzett munka sordn meghatarozott értékek

voltak.
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Négy ora elteltével mindkét csoportndl a le nem tapadt sejteket fiziologias sdoldattal
kimostuk, majd QS gatldé koncentracioban hozzaadtuk az elkészitett illoolaj/illdolaj
komponens oldatokat. A kontroll mintdk csak tapoldatot tartalmaztak. 24 o6ras inkubaciot
kovetden a feliiluszokbol a 4.7.2 alfejezetben leirtak szerint kivontuk €s megmértiik a
violacein mennyiségét. A  kialakult biofilmeket kristalyibolyaval festettiik és

meghatdroztuk a biofilmképzés mértékét. A mintak harom parhuzamos méréssel késziiltek.

4.8  Illoolajok hatasa élelmiszereken

4.8.1 Nyers csirkehuson kialakulo L. monocytogenes biofilmek eltavolitdsa illéolajos
paclevekkel

Eldkezelés és pacolas

A friss, bormentes csirkemelleket a helyi piacrol szereztiik be. Az élelmiszerbiztonsagi
hatosagok nem javasoljak a nyers baromfidhusok mosasat elkészités eldtt. Annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk, sziikséges-e ez a mosasi 1épés két vizsgalati csoportot
alakitottunk ki a steril koriilmények kozott 1 X 5 X 5 cm méretiire felvagott hussal: nem
mosott (NM) és mosott mintak (MM). A mosast csapvizzel végeztik. Az eldkezelést
kovetden a folosleges folyadékot steril torlOpapirral itattuk le a hiisokrdl és a huskockakat
steril polipropilén dobozokba (Minipak) helyeztiik. A dobozok eldzetes sterilezése kloros
vizes (1000 ppm) atmosassal és 30 perces UV alatti szaritassal tortént.

A huskockakat 24 6ras L. monocytogenes szuszpenzioval oltottuk be: 100 pl szuszpenziot
(10* TKE, amely 102 TKE/cm? felel meg) pipettaztunk a kockak feliiletére és a folyadékot
egy szélesztobottal szétoszlattuk. A sejtszamot a nyers baromfihtisokra vonatkoz6 eurdpai
jogszabalyban megengedett maximalis sejtszamhoz igazitottuk (2073/2005 EK rendelet).
A mintakat hiitészekrényben (6 = 1 °C) 24 6ran keresztiil inkubaltuk.

Harom paclevet készitettiink, amelyek Osszetétele a kdvetkezd volt: 5% s6 (NaCl) és az
illoolajok vagy timol MIC/2 koncentracioban (majoranna: 2 mg/ml; kakukkfii: 1 mg/ml;
timol: 0,25 mg/ml). A timolt el6szor 500 ul 96%-os etanolban oldottuk fel. A timolbol
késziilt oldatot €s az illdolajokat a kimért sora pipettaztuk €és beoldottuk a steril desztillalt
vizbe. A pacleveket az eldkezelt hiisokra ontottiikk gy, hogy a huskockakat teljesen
elfedje. A kontrollként szolgalé mintak csak 5% sot tartalmaztak. A mintakat 24 és 48

oraig hiitészekrényben taroltuk (6 = 1 °C).
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A huasok mikrobiologiai vizsgalata

A husok természetes mikroba kozosségének vizsgalatdhoz mintat vettiink steril mintavevo
palcakkal a friss, kezeletlen husok felszinérol. A palcakat 9 ml pepton vizbe helyeztiik, a
paclevek vizsgélatahoz 1 ml paclevet adtunk 9 ml pepton vizhez. Hasonloan jartunk el a
kezelt mintdk esetében is, és mintat vettiink a paclevekbdl is. Az 0Osszes sejtszam
meghatarozasdhoz LB agart, a coliform baktériumok jelenlétének ¢és szamanak
meghatarozasihoz BBL tapoldatot hasznaltunk. Az E. coli sejtszdm meghatarozasa
triptonos tapoldatban tortént, a pozitiv csovekben indoltermelés volt megfigyelheté Kovacs
reagens hatasara (piros gyliri a folyadék felszinén). Salmonella jelenlétét tobb 1épésben
hataroztuk meg. Els6 korben 25 g kezeletlen hust 25 ml el6dusitéd folyadékba helyeztiink és
37 °C-on inkubaltuk. Ha a folyadék zavarossa valt, 10 ml-t Rappaport elddusité oldatba
oltottunk. Amennyiben az oldat 24 6rat kdvetéen zold szintir6l sargara valtott, oltokaccsal
Rambach szelektiv agarra (papton és élesztokivonat: 8 g/L; kromogén és szelektiv keverék:
2,7 g/L; agar: 20 g/L; szelektiv kiegészitd: propilén-glikol: 10 ml/L) oltottunk ritkitd
szélesztéssel, ahol a szoliter tenyészetek biborvords szintiek lesznek Salmonella
jelenlétében. S. aureus jelenlétét Baird Parker, mig a Listeria moncytogenes-t Palcam

szelektiv agaron mutattuk ki.

Erzékszervi vizsgalatok

A pacolt, nem fert6zott huskockékat napraforgo6 olajban megsiitottiik és egy hattag birdld
bizottsagot kértiink fel, hogy értékeljék a mintak kiilsé megjelenését, izét és illatat. A
mintak paramétereit egy tetszési skala osztalyzata alapjan soroltak be 1-t6l 5-ig ahol az 1 a
legrosszabb, mig az 5 a legjobb mintanak felelt meg. Az elfogadhatosagi hatart 3-ra

allitottuk be és a vizsgélatokat két parhuzamos értékelés soran végeztiik el.

4.8.2 Foldieper eltarthatosaganak novelése illoolajos gozteér segitségével

A vizsgalatok soran, a helyi piacon vasarolt El santa fajtaju foldiepret hasznaltuk.

A dobozok el6zetes sterilezése kloros vizes (1000 ppm) atmosassal és 30 perces UV alatti
szaritassal tortént. Szlirépapirbol 1 cm atmérdji korongokat vagtunk, majd a steril
korongokat egy leégetett csipesz és 2% agar segitségével az edények tetejére rogzitettiik. A
korongokat 10, 20, 40 pl tomény citrom illoolajjal itattuk at. A kontroll csoportnal steril
desztillalt vizet hasznaltunk. Harom parhuzamos edényt készitettiink és minden edénybe

10 darab €p eperszemet helyeztiink. Az edényeket lezartuk és hiitdszekrényben taroltuk a

41



mintakat (6- 8 °C). Ezekkel a mintakkal parhuzamosan késziilt egy olyan sorozat is,
amelybdl 24 o6ra utan eltavolitottuk az illdolajos korongot. Steril dugofurd segitségével 3
db lyukat fartunk a tarolé edények tetejére, hogy a keletkezé vizparat eltavolitsuk. A
lyukakat sziirGpapir darabbal lefedtiik, amit 2% agarral rogzitettiink. A sziirbpapiron
keresztiil a vizpara eltavozhat, illetve a papir felszivja, de a gombasporak a kornyezo
leveg6bdl kint maradnak. A mintakat 13 napon at megfigyelés alatt tartottuk, é¢s a szemmel
lathatoan penészes eprek szamat feljegyeztiik. A romlott eperszemek szamabodl a romlast

szazalékban adtuk meg.

Erzékszervi vizsgalatok

A foldieper mintak illatat, izét, kiillemét, és az illoolajjal alkotott izharmoniat egy hattaga
biralo bizottsag értékelte. A vizsgalat az 1. illetve 7. napos mintakbol a 4.8.1 alfejezetben

leirtak szerint tortént.

4.8.3 Koktélparadicsom eltarthatosaganak névelése illoolajos goztér segitségével

A vizsgalatokhoz egy helyi nagyaruhazbol vasarolt koktélparadicsomokat hasznaltuk,
amelyeket (mosas nélkiil) félliteres steril miianyag dobozokba (Minipak) helyeztiink el.
Ugyeltiink arra, hogy ne legyen kéztiik sériilt vagy fertézott bogyd. A dobozok sterilezése
a kordbban emlitett modon tortént.

Mindegyik dobozba 5 db koktélparadicsom keriilt. A dobozok tetejére 1 cm atmér6ji steril
szlir@papirt ragasztottunk 2% agar segitségével. 20 pl illetve 10 pl kakukkfli illdolajat
pipettaztunk a korongokra, a kontroll esetében pedig az olaj helyett steril desztillalt vizet
hasznaltunk. Az edényeket lezartuk és 24 6rara htitébe (6-8 °C) helyeztiik.

24 ora elteltével minden dobozbol eltavolitottuk az olajos korongokat. Ebben az esetben is
biztositottuk a vizpdra eltavozasit a fentebb leirt modon. A tarold edényeket
visszahelyeztiik a hitészekrénybe és 55 napon keresztil 3-5 naponta megfigyeltik a
valtozasokat, a szemmel lathatdan penészes vagy barnult bogyok szamat feljegyeztiik. A

romlott szemek szamabol a romlast szazalékban adtuk meg.

Erzékszervi vizsgalatok

A kisérlet végén a mintak illatat, eredeti izét, kiillemét, és az illoolajjal alkotott izharmoniat
egy hattagli bizottsag értékelte. A mintak kiértékelése a 4.8.1 alfejezetben leirtak szerint
tortént.
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4.8.4 Gyiimélcslevek eltarthatosaganak novelése illoolajok segitségével

A vizsgalatokhoz kétféle gylimolcslevet hasznaltunk. Egyrészt egy kereskedelmi terméket
(,,100%-0s pasztorozott €s szirt szololé”, Tesco, Magyarorszag), masrészt a helyi piacrol
szarmazo Irsai Olivér borsz616bol frissen készitett mustot. Ebben az esetben a megvasarolt
sz616t megmostuk, gyiimolcscentrifugaval kinyertik a levét, amit gézen keresztiil

leszurtiink.

A szl6léleveket beoltottuk az erjedéses romlast el6idézo S. cerevisiae élesztégombaval és a

tovabbi vizsgalatokat ezekkel a levekkel végeztiik.

MIC értékek meghatarozasa tapoldatban és sz6161ében

A MIC értékek meghatarozasa tapoldat higitasos modszerrel tortént. A tesztelt fahéj és
citrom illdolaj koncentraciok 0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1 és 2 mg/ml értékek voltak. A
sz6lolével lefolytatott vizsgalatok soran TWEEN 40 helyett vegyes viragmézet
hasznaltunk az ill6olaj egyenletes eloszlatasanak javitasara. A kapott oldatokat 25 °C és 55

°C-on inkubaltuk.

S. cerevisiae talélése 100%-os szOl6lében

A 10° TKE/ml sejtszamra beallitott szuszpenziot illoolajjal, hokezeléssel, illetve a kettd
kombinacidjaval kezeltiik, ahol az illdolajok koncentracioja a hékezelés hdmérsékletén
mért MIC értékre volt beallitva.

e Hodkezelés 100 °C és 55 °C-on illoolaj nélkiil

1 ml fertézott 100%-0s szololevet 10, 20 és 30 percig kezeltiink 100 °C és 55°C-on.
Kezelést kovetden a kémcsoveket szobahOmérsékletre hutottiik. Hatlépesds tizedeld
higitasi sort készitettiink, és a sor utolsé harom tagjabol 100-100 pl-t malatas taptalajra

szélesztettiik. 24 6ra inkubacidt kdvetden meghataroztuk a sejtszdmokat.

e [lloolaj adagolasa hokezelés nélkiil

4800 pl sz618lébe 100 ul 10° TKE/ml szuszpenziét adagoltunk és 100 ul illdolajat adtunk
hozz4 (MIC koncentracidban). Kezelési id6: 10, 20 és 30 perc. A kezelés utan hatlépcsds
higitast készitettiink, €s az el6zd pontokban leirtakhoz hasonléan hataroztuk meg a

sejtszamot.
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e [lloolaj és hokezelés egviittes hatdsa

4800 pl szolslébe 100 pl 10° TKE/ml szuszpenziot adagoltunk és 100 ul illdolajat adtunk
hozza, majd 55°C-on kezeltiik 10, 20 és 30 percig. Ezutan szobahémérsékletre hiitottiik, az
el6z6 pontokban leirtakhoz hasonldéan hataroztuk meg a sejtszamot. Ebben az esetben a
MIC koncentracio mellett MIC/2 és 2MIC értékkel is dolgoztunk.

Ill6olajok és hokezelés hatasa natir sz6161ében

A natir sz6l6levet nem oltottuk be élesztovel, a természetes romlast kovettik. A fent leirt
kezelések utan az egyik sorozatot hiitve, a masikat szobahémérsékleten taroltuk. A
mintakat naponta ellendriztiik 36 napon keresztiil és figyeltiik a zavarosodast, buborékok,

illetve a cefreillat megjelenését.

4.9 Alkalmazott statisztikai modszerek

Vizsgalati eredményeinket egyutas és kétutas ANOVA elemzéssel értékeltiik ki, R Works
2.8.1, illetve GraphPad Prisma 6.0 szoftverek segitségével (P <0,05 szignifikancia szint

mellett).
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
5.1  Baktériumtorzsek izolalasa és meghatarozasa élelmiszerekrol

Elelmiszerekrdl izolalt baktériumok meghatirozésa

A z06ldségekrol €s husokrol 28 db tiszta tenyészetet sikeriilt izolalni. Az izolatumok PCR-
es vizsgalatat a specifikus primer parral elvégezve mindegyik esetben tapasztaltunk
termékképzodést egy izolatum kivételével (U2, 3. sav). A 2. abra a PCR reakcio

eredményeit mutatja, az izolatumok listajat pedig a 3. tablazat tartalmazza.

e - ad ol _alb el B
16917 °18 19 20 218PFURI 24 25726 27

2. abra. A kornyezeti izolatumok tiszta tenyészeteinek PCR eredménye. M- marker; 1-F;

2-S; 3-U2; 4-PAPR1; 5-PAPR2; 6-PAPR3; 7-PAPR4; 8-R1; 9-R3; 10-R4; 11-R5; 12-P1,

13-P2; 14-SK1; 15-SK2; 16-SK4; 17-SB2; 18-CS SAL 2; 19-CS SAL 3; 20-CS1; 21-CS2;
22-KAL; 23-KA2; 24-KA4; 24-KA5; 26-KAG; 27-KAS.
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3. tablazat. Husokrol és zoldségekrdl izolalt torzsek listdja.

Sorszam Egyéni kod Izolalas helye/ideje Gram festés Név SZMC
szam
1. F boérmentes csirkemell G-negativ Pseudomonas sp. 23436
feliilete/ Szeged, 2014
2. S boérmentes csirkemell G-negativ Pantoea agglomerans 23437
feliilete/ Szeged, 2014
3| U2 uborka feliilete/Szeged, G-pozitiv - -
2014
4. | PAPR1 étkezési paprika G-pozitiv Bacillus sp. 23439
feliilete/ Szeged, 2014
5. | PAPR2 étkezési paprika G-pozitiv Bacillus sp. 23440
feliilete/ Szeged, 2014
6. | PAPR3 étkezési paprika G-pozitiv Arthrobacter sp. 23441
feliilete/ Szeged, 2014
7. | PAPR4 étkezési paprika G-negativ Microbacter sp. 23442
feliilete/ Szeged, 2014
8. | R1 hénapos retek felillete/  G-negativ Pseudomonas sp. 23443
Szeged, 2014
9. R3 hénapos retek felillete/  G-pozitiv Bacillus sp. 23444
Szeged, 2014
10. | R4 hénapos retek felillete/  G-pozitiv Bacillus thuringiensis 23445
Szeged, 2014
11. | R5 honapos retek felillete/  G-negativ Microbacter sp. 23446
Szeged, 2014
12. | P1 paradicsom feliilete/ G-pozitiv Bacillus sp. 23447
Szeged, 2014
13. | P2 paradicsom feliilete/ G-pozitiv Bacillus sp. 23448
Szeged, 2014
14. | SK1 salata kiils6 levele/ G-pozitiv Bacillus sp 23449

Szeged, 2014
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

SK2

SK4

SB2

CS SAL2

CSSAL3

Cs1

CS2

KA1

KA2

KA3

KA4

KA5

KAG

KAS8

salata kiilso levele/
Szeged, 2014

salata kiilso levele/
Szeged, 2014

salata belso levele/
Szeged, 2014
csomagolt salata /
Szeged, 2014
csomagolt salata /
Szeged, 2014
csirakeverék / Szeged,
2014

csirakeverék / Szeged,
2014

friss kacsamell/Szeged,
2015

friss kacsamell/Szeged,
2015

friss kacsamell/Szeged,
2015

friss kacsamell/Szeged,
2015

friss kacsamell/Szeged,
2015

friss kacsamell/Szeged,
2015

friss kacsamell/Szeged,
2015

G-pozitiv
G-pozitiv
G-negativ
G-negativ
G-negativ
G-negativ
G-negativ
G-negativ
G-negativ
G-pozitiv
G-pozitiv
G-pozitiv
G-pozitiv

G-negativ

Bacillus megaterium
Bacillus sp

Enterobacter sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.

Kurthia gibsonii
Lactococcus lactis
Bacillus methylotrophicus
Bacillus methylotrophicus

Pantoea sp.

23450

23451

23452

23453

23454

23455

23456

23457

23458

23459

23460

23461

23462

23463
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A kapott eredmények alapjan a nyers htisokrdl és friss zoldségekrdl 7 torzset fajszinten, 20
torzset pedig nemzetség szintjén tudtunk meghatarozni. A Pseudomonas és Bacillus
nemzetség tagjainak jelenléte a zoldségeken elég szokvanyos, nem meglepd. A P.
agglomerans opportunista patogén baktérium kétszer is megjelent a husokrol izolalt
torzsek kozott. A K. gibsonii aerob, nem sporazé baktérium, gyakran izolalhatd hiitott
tarolas utan 16 °C folott baromfi- és sertéshusokrol. A hiisromlast okozo baktériumok kozé
tartozik, friss és pacolt husok esetében (Bergey’s Manual 2009). A L. lactis jelenléte a friss
kacsamelleken nem megszokott, felveti a keresztszennyezédés lehetéségét, mivel a
modositott gazosszetételii csomagolasban tarolt feldolgozott hustermékek esetében gyakori
lehet (Hamasaki et al. 2003). A torzsek megérzésre keriiltek a Szegedi Tudomanyegyetem
TTIK  Mikrobioldgiai  Tanszék  altal  fenntartott  Szegedi = Mikrobiologiai
Torzsgylijteményben (SZMC; WDCM 987) -80 °C homérsékleten.

5.2  Illoolajok és f6 komponenseik antimikrobialis és biofilmképzést gatlo hatasa

5.2.1 llloolajok osszetétele

Az illoolajok f6 komponenseinek ardnyat az Aromax Zrt. bocsétotta rendelkezésiinkre, a
Semmelweis Egyetem Farmakognoziai Intézete pedig azonositotta a minor dsszetevoket is.
Az 4. tablazatbol lathatod, hogy a bordka és a citrom f6 komponensként féleg egyszerli
monoterpén szénhidrogéneket tartalmaz, mig a majordnna terpén-alkoholokat ¢és
monoterpén szénhidrogéneket, a muskotalyzsalya pedig egy terpén-alkoholt (linalool) és
annak acetatos formajat tartalmazza. A fahéj f6 Osszetevéje a fahéjaldehid, amely egy
aromas aldehid, mig a kakukkf{i timolja a fenolok k6z¢é sorolhato. A szakirodalom szerint a
legerésebb antimikrobialis hatassal a fenolos jellegli OsszetevOk (pl. karvakrol, timol)

rendelkeznek (Hyldgaard et al. 2012).



4. tablazat. A felhasznalt illoolajok és f6 komponenseik (A gyarto és egyéni tesztelés

adatai alapjan).

Mléolaj Fo6bb Komponens szazalékos Komponens szazalékos
osszetevok aranya (%) aranya (%0)
2013 2014
Citrom limonén 83,2 52,1
B-pinén 9,5 16,9
y-terpinén 5,6 10,5
Borodka a-pinén 40,7 27,5
B-pinén 36 27,2
p-cimén 18,9 21,9
Majoranna terpinén-4-ol 33,5 15,4
y-terpinén 19,5 9,2
B-fellandrén 8 -
p-cimén - 21,2
Muskotalyzséalya | linalil acetat 84 44.5
linalool* 13,6 30,7
Fah¢j fahéjaldehid 931 76,4
cinnamil-acetat 2,5 -
Kakukkfii timol 51,8 23,2
p-cimén 31,7 30,1
y-terpinén 6,2 10,0

*a masodik legnagyobb aranyban el6fordulé komponens

A majoranna és kakukkfii esetében jelentés Osszetételbeli kiillonbséget tapasztaltunk a
2013-ban, illetve a 2014-ben készitett olajokat Osszehasonlitva. A majoranna f6
Osszetevlje a 2013-ban a terpinén-4-ol volt (33,5%), 2014-ben pedig a p-cimén (21,2%). A
kakukkfii esetében 2013-ban a f6 komponens a timol volt (51%), mig 2014-ben ennek
eléanyaga a p-cimén (30,1%) (4. tablazat).

5.2.2 MIC értékek meghatdrozasa

A 5. tablazatban rogzitettek alapjan a G-pozitiv baktériumok esetében a fah¢j, kakukkfii és
ezek f6 komponensei mutattak 1 mg/ml és ez alatti értékeket. A G-negativ baktériumoknal
hasonlo képet kaptunk, kivételt képez a P. putida, amely ellenallobbnak bizonyult

kakukkfiivel szemben, mint a tobbi baktérium. Elesztok esetében a kakukkfii és a-pinén
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kivételével (1,5-2 mg/ml), majdnem az 6sszes illoolaj 1 mg/ml alatti koncentracidban mar
gatolta a mikrobdk szaporodasat.

A 16 komponenseket vizsgalva lathatd, hogy az aromds gytiriit tartalmazo6 fahéj-aldehid és
timol minden esetben hatékonyabbank bizonyult a monoterpéneknél, illetve terpén
alkoholoknal. A TWEEN 40 6nmagaban, az alkalmazott koncentracioban nem fejtett ki
gatlo hatast a tesztelt mikrobakkal szemben. Amennyiben az ill6olajra nem sikeriilt

megallapitani a MIC értéket, a f6 komponens mar nem keriilt vizsgalatra.
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5. tablazat. Ill6olajok és komponenseik minimalis gatlé koncentracioi (MIC, mg/ml).

ll6olajok és B. cereus var. B. P. E. P. fluorescens L. monocytogenes S.aureus P.anomala D.
komponensek mycoides subtilis putida coli hansenii

Muskotalyzsalya 0,5 0,5 >100 2 55 80 25 1 2
Boroka 1 0,5 >100 2 15 34 3,2 0,5 4
Citrom 1 1 25 4 >30 >100 >100 0,75 1
Marjoranna 0,25 0,5 2 0,5 4 4 3,2 0,5 0,06
Fahéj 0,25 0,12 0,25 0,25 0,25 1 0,4 01 0,1
Kakukkfii 0,5 0,5 20 1 1,5 2 0,8 1,5 2
a-pinén 6 2 - 1 12,5 50 1,6 1 2
Limonén 4 2 - 6 - - - 1 1
Linalool 6 2 - 3 3,5 5 - 1 1
Terpinén-4-ol 6 1 4 2 1,12 4 3,2 1 1
Fah¢jaldehid 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,4 0,06 0,06
Timol 0,12 0,5 0,5 0,5 0,25 0,5 0,8 0,5 0,5

- nem kerilt tesztelésre
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Az izolatumokbodl a csirke-, illetve kacsamellrdl izolalt P. agglomerans opportunista
patogént, illetve a K. gibsonii-t valasztottuk ki tovabbi vizsgalatokra. Ezek az izolatumok a
laboratoriumi torzsekhez hasonlo érzékenységet mutattak (6. tablazat): a legalacsonyabb
MIC értékeket a fahéj és fahéjaldehid eredményezték mindkét torzs esetében. A citrom ¢€s
bordka illdolajok értékei magasabbak voltak, mint 25 és 100 mg/ml ezért tovabbi

kisérleteket nem végeztiink veliik és komponenseikkel.

6. tablazat. A tesztelt izolatumok MIC értékei (mg/ml).

Ill6olajok és komponensek Pantoea agglomerans Kurthia gibsonii
Muskotalyzsalya 16 8
Boroka >25 >25
Citrom >100 >100
Majoranna 4 4
Fahéj 0,2 0,2
Kakukkfii 4 2
a-pinén - -
Limonén - -
Linalool 2 2
Terpinén-4-ol 2 2
Fahéjaldehid 0,5 0,2
Timol 0,5 1

A megviltozott Osszetételli majoranna és kakukkfii illoolaj MIC értékeit a 7. tablazat
tartalmazza. A legtobb torzsnél a megvaltozott Osszetétel magasabb MIC értékekhez
vezetett. A kakukkfiivel azonban, P. putida esetében a korabbinal jelentésen alacsonyabb
értéket kaptunk (20 mg/ml helyett 8 mg/ml). Az ¢élelmiszerrdl szarmazd izolatumok
esetében a MIC értékek meghatarozasa mar az 0j dsszetételli olajokkal tortént.

Dorman és Deans (2000) is beszamol a p-cimén, a timolhoz képest kevésbé erds
antimikrobialis hatasarol. A P. putida esetében, ahol a kakukkfii MIC értéke jelentOsen
lecsokkent a 2014-es valtozatnal, fontos kiemelni, hogy valdsziniileg a {6 6sszetevd mellett
a minor komponenseknek is fontos szerepe volt az antimikrobialis hatas kialakitdsdban. A
kakukkfii eset¢ben a p-cimén a timol eldanyaga (Poulose és Croteau, 1978), tehat
feltételezhetd, hogy a bioszintetikus Uit ezen 1épése gatlodott ebben az esetben. A 2014-es

év egy rendkiviil csapadékos év volt, amely nagymértékben befolyasolhatta a ndvényi
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metabolitok termelddését. Radacsi és munkatarsai (2014) kimutattak, hogy a vizellatottsag
mértéke jelentésen befolydsolta a kerti bazsalikom és borsfii illoolaj Osszetételét. A
rosszabb vizellatottsag hatasara a bazsalikomban levd linalool részaranya 5-10%-kal

csokkent, mig az 1,8-cineol €s a tau-kadinol részaranya emelkedett.

7. tablazat. Megvaltozott 6sszetételli illdolajok MIC értékei (mg/ml).

Torzsek Kakukkfii Majoranna
MIC MIC

2013 2014 2013 2014
E. coli 1 321 0,5 321
P. putida 20 8] 2 81
P. fluorescens 15 21 4 81
B. cereus var. mycoides 0,5 0,81 0,25 16 1
B. subtilis 0,5 0,81 0,5 161
L. monocytogenes 2 41 4 4
P. anomala 15 21 0,5 81

A nyilak a valtozas irdnyat mutatjak (1 novekedés; | csokkenés).

Osszességében, a citrom és bordka illolajok kevésbé voltak hatékonyak a tesztelt
mikrobakkal szemben, mint a tobbi olaj. Prabuseenivasan és munkatarsai (2006)
agardiffizios modszerrel tesztelték a citrom illoolajat, és hatékonynak talaltak S. aureus, E.
coli és B. cereus baktériumok ellen. A fahéj illoolajat tesztelve, alacsony MIC értékeket
kaptak (0,8-3,2 mg/ml); kisérleteinkben mi még ennél is jobb hatast mértiink ki: 0,1-0,4
mg/ml kozott valtoztak ezek az értékek. Az eltérések adddhatnak az illdolajok
Osszetételében levo kiillonbségekbdl; a mi esetiinkben a f6 dsszetevd magasabb szazalékban
volt jelen az olajban. Egy masik kisérletben (Pepeljnjak és mtsai 2005) bordka illdolajjal
hasonléan magas MIC értékeket kaptak baktériumokra; az E. coli szaporodasat példaul
nem gatolta az olaj, ellentétben a mi kisérleteinkkel, ahol a baktérium MIC értéke 2 mg/ml
volt. A kapott eltérések adodhatnak az egyes illoolaj kemotipusok Osszetételében levo,

illetve az egyes mikroba izolatumok érzékenységében meglévo kiilonbségekbdl.
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5.2.3 llloolajok és komponenseik biofilmképzodeést gatlo hatasa

Egvfajos biofilmek kezelése - G-pozitiv baktériumok

A B. cereus ellen a fahéj és a majoranna illdolaj hatdsa volt kiemelkedd; szignifikans
eltérést észleltiink a kontrollhoz és a tobbi mintahoz képest. A t6bbi olaj hatasa is eltért a
kezeletlen mintatol. A komponensek mindegyike (a timolt és a fahéjaldehidet kivéve),
hatékonyabb biofilmképzés gatlonak bizonyult, mint az olajok (P <0,05) (3. abra).
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3. abra. A B. cereus biofilmképzése illdolajokkal és komponenseikkel torténd kezelést

kdvetden. A kiilonbozo betlik szignifikans eltérést jelentenek.

A B. subtilis biofilm képzését is a fahéjolaj gatolta a leghatékonyabban. A komponensek

nagy része ebben az esetben is hatasosabb volt, kivéve a timolt (4. abra).

53



0.4-

a
0.3 I
2
0 0.21
<
o1 I
0.0~
@ D O
<\°\‘\\0p‘*\o@ Ob'®e§\\\{3'\
& fa .(\ & QR .(’b. & O N
Cf T F T I G @
o%“o & &
<&

4. abra. A B. subtilis biofilmképzése illdolajokkal és komponenseikkel torténd kezelést

kovetden. A kiilonbozo betiik szignifikdns eltérést jelentenek.

A L. monocytogenes citrom illdolajjal szemben nem mutatott érzékenységet. A MIC érték
100 mg/ml felett volt, igy ezzel az olajjal tovabbi kisérleteket nem végeztiink.
Elelmiszertartositis szempontjabol ez a magas koncentracié mar kellemetlen iz- és
illatvaltozast okozna. Az 5. abran lathato, hogy a tesztelt olajok mindegyike hatékony
biofilmképzés gatlonak bizonyult; a legjobb ebben az esetben is a fahéj illdolaj volt. A
komponensek esetében csak az a-pinén és linalool voltak szignifikdnsan hatékonyabbak az
olajoknal. Fontos megemliteni, hogy az a-pinén MIC értéke 40 mg/ml volt; ez mar az
¢élelmiszeripari alkalmazast megneheziti az intenziv aroma miatt. Sandasi és munkatarsai
(2008) altal végzett vizsgalatokban a linalool és a-pinén Img/ml koncentracioban

serkentették a 6 napos Listeria biofilmek képzodését.
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5. abra. A L. monocytogenes biofilmképzése illdolajokkal és komponenseikkel torténd

kezelést kovetden. A kiilonbozd betlik szignifikans eltérést jelentenek.

A S. aureus biofilmképzését

mindegyik illdolaj szignifikdnsan gatolta, hatdsukat

Osszehasonlitva nem tértek el egymastol. A komponensek koziil csak a fahéjaldehid volt

hatékonyabb az olajandl és a tobbi komponensnél, az a-pinén pedig hatastalan volt az S.

aureus biofilmekkel szemben

(6. abra). Jia és munkatarsai (2011) hasonléan jo

eredményeket kaptak fahéjaldehid esetében, ahol 0,6 mg/ml koncentracidban gatolt a

komponens, esetiinkben ez a koncentracio 0,2 mg/ml volt (MIC/2).
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6. abra. A S. aureus biofilmképzése illoolajokkal és komponenseikkel torténd kezelést

kovetden. A kiilonbozo betlik szignifikdns eltérést jelentenek.
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Egvfajos biofilmek kezelése - G-negativ baktériumok

A P. putida esetében csak a majoranna, fahéj és kakukkfli illdolajok illetve f6
komponenseik biofilmképzés gatld hatasat vizsgaltuk. A tobbi illoolaj MIC értéke tal
magasnak bizonyult. A legjobb gatlé a majoranna volt, azonban f6 komponensének hatasa
nem tért el szignifikdnsan a kontroll mintaktol. Jelen esetben a fahéjaldehid hatdsa csak a

kontrolltdl tért el, a timol bizonyult a leghatasosabb komponensnek. (7. dbra).

2.5
a
2.0
c
o 159
3
< I d
1.04 d
— d d
0.5 b
- - )
0.04 : : -
S @ S B L & 9
& & & & ¢ &
A F W
R\ z',‘Q K@Q

7. abra. A P. putida biofilmképzése illoolajokkal és komponenseikkel torténd kezelést

kdvetden. A kiilonbozo betlik szignifikans eltérést jelentenek.

A majoranna ¢és fahéj kivételével az olajok és komponensek gatoltak az E. coli
biofilmképzését. A tobbi komponens gatld hatdsa szignifikdnsan jobb volt, mint az olajoké
(8 abra). A fahéj illoolaj nem bizonyult hatasos gatlészernek, ezzel ellentétben viszont a
fahéjaldehid jo anti-biofilm hatisat Amalaradjou és munkatarsai (2010) is kimutattak
uropatogén E. coli esetében. A linalool hatékonyan gatolta az E. coli biofilmek
biomasszaképzdését Budzynska és munkatarsai (2011) szerint, ezt a mi kisérleteink is

alatamasztjak.
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8. abra. Az E. coli biofilmképzése illoolajokkal és komponenseikkel torténd kezelést

kovetden. A kiilonbozo betiik szignifikans eltérést jelentenek.

A P. fluorescens esetében is hasonlokat tapasztaltunk, mindegyik olaj ¢s komponens gatlo
hatést fejtett ki a biofilmképzésére. A komponensek koziil a terpinén-4-ol, fahéjaldehid és
linalool hatékonyabbak voltak, mint olajaik, a timol és a-pinén nem tértek el a kontrolltol

(9. abra).

0.64

il

9. abra. A P. fluorescens biofilmképzése illoolajokkal és komponenseikkel torténd

Asgo

kezelést kovetden. A kiilonbozd betiik szignifikdns eltérést jelentenek.

Egvyfajos biofilmek kezelése - élelmiszerrél izolalt baktériumok

Annak ellenére, hogy a K. gibbsonii érzékenynek bizonyult az olajokkal és

komponensekkel szemben, a biofilmképzését csak a fahéjaldehid gatolta szignifikansan. A
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majordnna hatasa figyelemre méltd, ugyanis itt magasabb értékeket mértiink, mint a
kontroll mintdknal; tehat feltételezhetd, hogy az olaj serkenthette a biofilmképzést.

A P. agglomerans biofilmképzését ezzel ellentétben a muskotalyzsalya, a linalool,
valamint a fahéj és f6 komponense szignifikdnsan gatoltadk. Nem tapasztaltunk eltérést az
olajok és f6 komponensiik hatasa kozott, kivéve a majoranna esetében, ahol az olaj nem

gatolt és a terpinén-4-0l latszolag serkentette a biofilm képzést (10. abra).
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10. abra. Ill6olajok és komponenseik (koncentracio: MIC/2) hatdsa husokroél izolalt
torzsek biofilmképzésére. A kiilonbozo betiik szignifikans eltérést jelentenek. A: Kurthia

gibsonii (G-pozitiv), B: Pantoea agglomerans (G-negativ).

Egvfajos biofilmek kezelése - élesztogombik

A P. anomala éleszt6 esetében kiemelkedd gatlo hatassal birt a fahéj és a kakukkfii illoolaj.
A citrom, bordka és muskotdlyzsalya olajoknal nem mértiink eltérést a kontroll mintaktol.
A komponensek esetében a limonén nem gatolt, a fahéjaldehid, timol és a-pinén viszont

hatékonyan gatoltak: a timol jobban, mint a kakukkfii olaj (11. abra).
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11. abra. A P. anomala biofilmképzése illdolajokkal és komponenseikkel torténé kezelést

kovetden. A kiilonbozo betiik szignifikans eltérést jelentenek.

A D. hansenii biofilmképzését a kakukkfii illoolaj gatolta leghatékonyabban, a linalool és

limonén kivételével a komponensek hatasa jobb volt az olajokénal (12. abra).
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12. abra. A D. hansenii biofilmképzése illoolajokkal és komponenseikkel torténd kezelést

kovetden. A kiilonbozo betlik szignifikdns eltérést jelentenek.

Elesztdk esetében szegényes az irodalom, ami biofilmképzésiiket illeti. A Candida fajok
kivételt képeznek, szdmos tanulmany igazolja az illéolajok gatld hatisat ugy szabadon
usz6 sejtek, mint biofilmek esetében. A linalool és geraniol szignifikansan gatolta a C.
tropicalis, a borsikafii (amelynek f6 Osszetevéje a timol), pedig a C. albicans human

patogén biofilmképzését (Souza et al. 2016, Sharifzadeh et al. 2016).
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Kovetkeztetésképpen, a laboratoriumi torzsek esetében a G-negativ baktériumoknal nem
tudjuk egyértelmiien kijelenteni, hogy melyik illdolaj vagy illéolaj komponens volt a
leghatasosabb biofilmképzést gatld. A mikrobak egyéni érzékenysége befolyasolta a kapott
eredményeket. A G-pozitiv baktériumok esetében a leghatasosabb olaj és komponens a
fahéj és fahéjaldehid voltak, kevésbé hatasosnak pedig a citrom és a bordka bizonyultak.
Az izolatumok esetében szintén a fahéj és komponense voltak a leghatasosabbak, kevésbé
gatolt a majoranna és a terpinén-4-ol. Elesztégombaknal a limonén volt a legkevésbé
hatékony f6 Gsszetevd, a tobbi olaj esetében egyik hatdsa sem volt kiemelkedden jo vagy

rossz.

Megvaltozott Osszetételll illéolajok hatasa mikrobak biofilmképzésére

A majoranna ¢és kakukkfii illéolajoknal a MIC ¢és biofilmképzést gatld hatds is
megvaltozott. Az 13. abran lathatjuk, hogy annak ellenére, hogy a MIC értékek
magasabbak voltak a 2014-es olajoknal, a biofilmképzés gatlas mértékét ez nem
csokkentette. L. monocytogenes-nél a majoranna és P. fluorescens-nél mindkét illdola;
esetében a kontroll mintaknal magasabb értékeket kaptunk. Feltételezheté, hogy az
illoolajok serkentd hatassal voltak a biofilmképzésre. Hasonld eredményeket kaptak
Sandasi €s munkatarsai (2008), ahol szamos monoterpén serkentette a L. monocytogenes
biofilmképzését. Ezen eredményeket Leonard és munkatarsai (2010) is megerésitették két
évvel késobb fenolos (eugenol, karvon) Osszetevojii olajok esetében; azonban fontos
kiemelni, hogy egyik vizsgalatban sem hataroztdk meg az anyagok MIC értékét, mindkét
esetben azonos, 1 mg/ml koncentraciokat hasznaltak. Hasonlo koncentracional, amikor a
fenol tipust timol volt a f6 Osszetevé (2013-as kakukkfii illbolaj MIC/2 értéke), a mi
eredményeinkben a Listeria biofilmképzése gatolodott. Serkentést a megvaltozott
osszetételii kakukkfii illoolaj 2 mg/ml (MIC/2) koncentraciénal tapasztaltunk. Ugy tiinik,
hogy a prekurzor p-cimén felhalmozddasa és a timol csokkenése a gatlas helyett olyan
stressz valaszt indukalt, ami erdsitette a biofilmképzést, igy adva lehetdséget a baktérium

talélésére.

60



Asgo
Asgo

Asgo
Asgo

. - Cc
1.0 a a E 1.0 c F
0.8 0.8-
o 061 o 061 @ a
£ b b &
0.4+ c 0.4+ b
0.2+ 0.24
0.0 0.0
N N &
R T &c} rﬁﬁ’{b q"\'b N ‘L\h
{_OQ\ @’ & oV \(goq’ NES) @ & & &>
& o & o S o8 oS o
&2 > § ‘{9 \{9 -o@ ey
R N A
Lo G
a
0.8- a
- b
g 06 b
wn
< g4l c
0.2+
0.0-
N
& &S S
NSy @ & @ O
& o & o8
§ NN N

13. abra. Megvaltozott 0sszetételii majoranna és kakukkfii illoolajok hatdsa a vizsgalt
mikrobak biofilmképzésére. A: B. cereus; B: B. subtilis; C: L. monocytogenes; D: P.
putida; E: E. coli; F: P. fluorescens; G: P. anomala. A kiilonb6z6 betiik szignifikans

eltérést jelentenek.
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Kevert biofilmek — L. monocytogenes+ E. coli

A tesztelt olajok MIC értékeit az 8. tablazat, a kezelések utani sejtszamokat pedig az 9.

szamu tablazat tartalmazza.

8. tablazat. Il16olajok és f6 komponenseik MIC értékei L. monocytogenes és E. coli

esetében (mg/ml).

Ill6olaj és komponensek L. monocytogenes E. coli
Fahé;j 1 0,25
Majoranna 4 0,5
Muskotalyzsalya 80 2
Kakukkfii 2 0,8
Fahéjaldehid 0,25 0,25
Terpinén-4-ol 4 2
Linalool 5 3
Timol 0,5 0,8

24 oras kezelést kovetéen a kontroll mintakban a Listeria sejtszam 10! TKE/ml, az E. coli
sejtszam 10° TKE/ml volt, a Listeria talnétte az E. coli-t. Az irodalomban emlitésre keriil,
hogy a Listeria kevert kozosségekben erdsebb biofilmeket képez, mint egyfajos
tenyészetek esetében, st bizonyos fajok jelenléte serkentheti ndvekedését (Giaouris et al.
2014).

szignifikansan csokkent és a sejtszam mindkét baktériumnal 10*° TKE/ml volt. Ez 5 log
sejtszam novekedést jelent E. coli és 1 log csokkenést a Listeria esetében. Eszrevehetd,
hogy a fahéj olaj jelenlétében a Listeria sejtszam csokkenése a kdzosség masik tagjanak
sejtszambeli novekedését eredményezte. A 0,5 mg/ml koncentracional, amely ez Listeria
MIC/2 értéke, egyfajos biofilmet eredményezett, csak az E. coli volt kimutathato, igy a
mért biofilmképzés gatlas erre a torzsre vonatkozik. Magasabb koncentraciokban a fahéj

olaj teljes biofilmgatlast eredményezett (14. abra).
A fahéjaldehid hatdsa nagyjabol megegyezett a fahéjolajéval, azonban gatlé hatdsa mar

0,06 mg/ml (MIC/4 mindkét baktériumnal) koncentracional kezd6dott.
A kakukkfii ill6olaj hatasa koncentraciofiiggd volt; gatld hatasa 0,5 mg/ml-nél kezd6dott.
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mindkét baktérium esetében (0,1 mg/ml); MIC/2 értékeknél mar nem tudtunk kimutatni é16
sejteket a tenyészetekbdl.

A majoranna és f6 komponense hatasara az E. coli nem volt jelen a kevert tenyészetekben
egyik koncentracié esetében sem, a rogzitett biofilmképzés gatlas a Listeria sejtjeire
vonatkozott. A muskotalyzsalya esetében csak a legmagasabb koncentracional tudtunk
kimutatni gatlast (80 mg/ml), ez egyben a MIC érték is volt Listeria esetében. Erdekes
moédon 107 TKE/ml Listeria sejtszamot tudtunk kimutatni ennél a koncentracional.
Linalool esetében MIC alatti koncentracioknal indult be a biofilmképzés gatlasa (2,5
mg/ml) (14. abra, 9. tablazat).
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14. abra. Ill6olajok és komponenseik hatasa az L. monocytogenes+ E. coli kevert
biofilmek képzédésére. Az X tengelyen az illdolajok koncentracidja lathaté mg/ml-ben. A:
fahéj illoolaj; B: fahéjaldehid; C: majoranna illdolaj; D: terpinén-4-ol; E: muskotalyzsalya

ill6olaj; F: linalool; G: kakukkfii; H: timol. A kiilonb6z6 betiik szignifikans eltérést

jelentenek.
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9. tablazat. A L. monocytogenes és E. coli kevert tenyészetek sejtszamai illoolajos kezelést kovetden.

Listeria monocytogenes log 10 TKE/ml

Kontroll 0,06 0,1 0,2 0,5 I mg/ml 2 mg/ml 2,5 4mg/ml 5mg/ml 8 mg/mil 10 80mg/mi
mg/ml mg/mi mg/mi mg/ml mg/mi mg/mi
Fahgj 10,47+0,2 10,6+0,1 n.k. n.k. n.k.
Majoranna 7,04+£0,32 7,11+0,02 7,07£0,23 7,11%0,34
Kakukkfi 9,2+0,1 n.k. n.k. n.k.
Muskotalyzsalya 10,4+0,32 10,4+0,31 10,5+0,12 7,3+0,1
Fahéjaldehid 100,00 947402  9+0,4 8+0,3 n.k.
Timol 9+0,1 n.k. n.k. n.k.
Terpinén-4-ol 7,07+£0,21 7,04+0,21 7+0,32 n.k.
Linalool 9+0,4 9+0,1 n.k. n.k.
Escherichia coli log 10 TKE/mI
Fahéj 10£0,4  93+03 432045 nk n.k.
Kakukkfii 9+0,3 n.k. n.k. n.k.
Majoranna n.k. n.k. n.k. n.k.
Muskotalyzsalya 5,27+0,1 8,69+0,21 7,69+0,12 7,3+0,21
Fahéjaldehid 8,3+0,2 7,47+0,1  7,69+0,23 n.k.
Timol 9+0,3 n.k. n.k. n.k.
Terpinén-4-ol n.k. n.k. n.k. n.k.
Linalool n.k. 8,47+0,2 8,32+0,11 n.k.

n.k.-nem kimutathat6

65



Kevert biofilmek — L. monocytogenes + S. aureus

A tesztelt olajok MIC értékeit az 10. tablazat a kezelések utani sejtszamokat pedig a 11.

szamu tablazat tartalmazza.

10. tablazat. Ill6olajok és f6 komponenseik MIC értékei L. monocytogenes és S. aureus

esetében (mg/ml).

Illéolaj és komponensek L. monocytogenes S. aureus
Fahé;j 1 0,25
Majoranna 4 0,5
Muskotalyzsalya 80 2
Kakukkfii 2 0,8
Fahéjaldehid 0,25 0,25
Terpinén-4-ol 4 2
Linalool 5 3
Timol 0,5 0,8

A kezeletlen mintdkban mindkét baktérium 5x10” TKE/ml sejtszammal volt jelen. A fahéj
alacsony koncentracioknal (0,2 és 0,4 mg/ml) nem gatolta a biofilmképzést és egyik
baktérium sejtszama sem csokkent a kozosségben. Hasonlo képet mutatott a fahéjaldehid
is, ahol csak a 0,8 mg/ml koncentracido (8 x MIC mindkét baktériumnal) okozott teljes
sejtszam csokkenést a kozosség tagjainal, igy biofilmképzés gatlast is. A kakukkfii illdolaj
2 mg/ml (MIC érték Listeria esetében) koncentracional volt hatékony, mikézben a timol
mar 0,5 mg/ml-nél (MIC érték Listeria esetében) is; tilélé baktériumok nem voltak
kimutathatok egyik esetben sem. A majoranna 8 mg/ml koncentracional (a Listeria
esetében 2 x MIC és a Staphylococcus-nal 4 x MIC) nem tudtunk kimutatni a Listerid-t a
kozosségb8l. Az S. aureus 1x10° TKE/ml volt jelen. A terpinén-4-ol ennél a

koncentracional mindkét baktériumot elpusztitotta (15. abra, 11. tablazat).
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15. abra. Ill6olajok és komponenseik hatasa a L. monocytogenes+S. aureus kevert
biofilmek képzodésére. Az X tengelyen az illdolajok koncentracioja lathaté mg/ml-ben.
A: fahéj illoolaj; B: fahéjaldehid; C: kakukkfii ill6olaj; D: timol; E: majoranna illoolaj; F:
terpinén-4-ol. A kiillonbozo betlik szignifikans eltérést jelentenek.
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11. tablazat. A L. monocytogenes €s S. aureus kevert tenyészetek sejtszamai illoolajos kezelést kovetden.

L. monocytogenes log 10 TKE/mI

Kontroll 0,1mg/m| m%/inl m(g)]’/%l m(g)],/\%l mg],/?nl mgllml mt],/?nl mg2/ml mf;,/Zml 4mg/mi 8 mg/mi
Fahéj 7+0,1 7,3240,15 n.k. n.k. nk.
Majoranna 6,32+0,12 6,23+0,11  6,95+0,3 n.k.
Muskotélyzsalya 6,62+0,15 6,7+0,1 n.k. n.k.
Fahéjaldehid 7.49+0,1 7.3240,1  6,620,2  6,79+0,12
Terpinén-4-ol 7£0,2 7,04£0,12  6,9+0,3 n.k.
Linalool 7,04+0,2 nk. nk. nk.

S. aureus log 10 TKE/ml

Fah¢j 7404  7,04+£0,2 n.k. n.k.
Majoranna 7+ 0,11 7,04+£0,3  7,04+0,31 5,34+0,21
Muskotalyzsalya 7,04+0,1 6,9+0,12
Fahéjaldehid 7,43£0,02 6,84+0,03 6,840,2

7,36+0,1
Terpinén-4-ol 7,32+0,1 72304  7,04+0,33 n.k.
Linalool 6,84+0,1 n.k. n.k. n.k.

n.k.-nem kimutathato
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Kevert biofilmek — L. monocytogenes + P. putida

Az olajok MIC értékeit az 12. tdblazat a kezelések utani sejtszdmokat pedig a 13. szamu

tablazat tartalmazza.

12. tablazat. Il16olajok és f6 komponenseik MIC értékei L. monocytogenes és P. putida

esetében (mg/ml).

Ill6olaj és komponensek L. monocytogenes P. putida
Fahéj 1 0,25
Majoranna 4 2
Kakukkfii 2 20
Fahéjaldehid 0,25 0,25
Terpinén-4-ol 4 4
Timol 0,5 0,5

A kontroll mintdkban a Listeria sejtszam 1x10® TKE/ml, mig a P. putida sejtszam 1x10’
TKE/ml volt. A fahéj gatlasa 0,1 mg/ml-nél kezdddott, magasabb koncentraciok nem
eredményeztek nagyobb mértékii gatlast, kivéve a legmagasabb koncentracio, ahol a sejtek
elpusztultak. A Listeria a fahéj MIC értékénél nem volt kimutathato, mig a P. putida 5 log
sejtszam mellett volt jelen. A fahéjaldehid hatasa hasonld volt az olajéhoz. A kakukkfii 1
mg/ml koncentracional gatolt, a tobbi koncentracional a Listeria nem volt kimutathatd. A
P. putida a legmagasabb koncentraciéonal (20 mg/ml) is jelen volt 4 log sejtszammal.
Hasonloan alakult a gatlas timol esetében is, azzal a kivétellel, hogy 1 mg/ml (2 x MIC
mindkét torzsnél) koncentracidonal magasabb értékek esetében egyik torzs sem volt
kimutathat6. A majoranna gatlo hatasa koncentraciofiiggd volt. A P. putida sejtszama a
legmagasabb koncentracid esetében is csak 2 log sejtszamcsdkkenést mutatott a kontroll
mintakhoz képest. A terpinén-4-ol mar 4 mg/ml koncentraciondl eltiintette a P. putidad-t a
biofilmbdl (16. abra, 13. tablazat).

Osszességében a P. putida ellenallobbnak bizonyult ebben a kdzdsségben, ezt a jelenséget
Giaouris és munkatarsai (2013) altal végzett kutatasa is alatamasztja. A P. putida esetében
azt is kimutattak, hogy képes feliiletaktiv anyagokat illetve amfipatikus molekulakat
termelni, amelyek gatoljak a biofilmképzést, illetve lebontjak a mar meglévoket (Kuiper et
al. 2004; Kruijt et al. 2009).
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Asgo

0.0 0.0
Kontroll 0.1 0.2 0.5 1 Kontroll 0.1 0.2 0.5 1

Asgg

Kontroll 1 2 4 20 " Kontroll 0.1 0.2 0.5 1

Asgp

0.0+
Kontroll 1 2 4 8 Kontroll 1 2 4 8

16. abra. lll6olajok és komponenseik hatasa a L. monocytogenes+P. putida kevert
biofilmek képzddésére. Az X tengelyen az illdolajok koncentracidja lathaté mg/ml-ben. A:
Fahéj illoolaj; B: Fahéjaldehid; C: Kakukkfii illoolaj; D: Timol; E: Majoranna illoolaj; F:

Terpinén-4-ol. A kiilonb6z6 betiik szignifikans eltérést jelentenek.
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13. tablazat. A L.

monocytogenes és P. putida kevert tenyészetek sejtszamai illoolajos kezelést kovetden.

Listeria monocytogenes log 10 TKE/ml

Kontroll  0,Img/ml  02mg/ml  0,5mg/ml  1mg/ml 2mg/ml 4mg/ml 8 mg/ml 20 mg/ml
Fah¢j 57402 5,6+0,1 5,6+0,3 n.k.
Majoranna 6,8+0,1 5,6+0.,2 5+0,3 4,04+0,1
Kakukkfii
Fah¢jaldehid 80,1 5+0,1 5,62+0,2 5,4+0,2 n.k.
Terpinén-4-ol 50,3 540,2 540,12 nk nk.
Timol n.k. n.k. n.k. 5+0,1

P. putida log 10 TKE/ml

Fah¢j 540,3 5,6 £0,4 5,640,3 5,340,5
Majoranna 6+0,2 5+0,1 5+0,2 5,4+0,2
Kakukkfii 5602  5,3%0,3 5+0,1 4,4+0,1
Fah¢jaldehid 5,6+0,02 5,6+0,03 5,6+0,3 5,3+0,1
Terpinén-4-ol 7£0,1 5+0,2 5+0,2 5+0,4 n.k.
Timol n.k. n.k. n.k. 5+0,2

n.k.-nem kimutathato
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5.2.4 llloolajok és fo komponenseik anti-biofilm hatasanak vizsgalata pasztdazo
elektronmikroszkopos (SEM) felvételek segitségével egyfajos és kevert kozosségek

esetében.

Egyfajos biofilmek SEM vizsgalata — L. monocytogenes

A kontroll mintdkon az érett biofilmekre jellemz6 specifikus hdromdimenziods strukturdk
lathatok: szorosan egymashoz tapadt sejtek, ,.csatorndk™ ahol a tdpanyagok ¢és
bomléastermékek keringenek valamint a matrix, amely a sejtek EPS termelése révén
keletkezik, és amely biztositja szamukra a beagyazddast. Hasonld megfigyeléseket tettek
Doijad és munkatarsai (2015) is. Muskotalyzsalyaval és linaloollal valo kezelést kovetoen
jelentds valtozasokat figyeltiink meg. A matrixbol eltlintek a sejtek, a hdromdimenzids
szerkezet helyett csak néhany, a feliilethez tapadt sejt figyelhetd meg, melyek egy része

torzult, sériilt (17. abra).

[

. 3
L B B B B G R

S (L
10.0kV 12.6mm x2.00k SE(V) 2/21/2014 20.0um 10.0kV 12.5mm x3.00k SE(V) 2/21/2014 10.0um

17. abra. L. monocytogenes biofilmek SEM felvétele. A és B: Kontroll; B:
Muskotalyzsalya illoolaj (MIC/2:40 mg/ml); C: Linalool (MIC/2: 2,5 mg/ml).
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Egvyfajos biofilmek SEM vizsgilata — P. anomala

A P. anomala élesztogomba altal alkotott 24 o6ras biofilmek struktiraja szintén az érett
biofilmek mintdzatat mutatja annak ellenére, hogy itt nem annyira szembetiind a sejteket
koriilvevé matrix. Boroka illdolajjal vald kezelést kovetden a biofilmre jellemzd formak
eltinnek és a sériilt sejtek szdma jelentdsen megnd. Kozelebbrél megvizsgalva ezeket
észrevehetd, hogy az illdolaj jelentds karokat okoz a sejtfalon, amelynek kovetkeztében a
beltartalom kifolyik. Az a-pinén-es kezelés nem okozott jelentds sejtszdm csokkenést

azonban a haromdimenzids, érett biofilm szerkezet kétdimenziosra valtozott (18. abra).

(- B O S B B B

. " ; iy ¢
5.0kV 13.1mm x600 SE(U) : 10.0kV+12.0mm X350 SE(U) < \ 5 100um

D

P B [ 0 T s ST

1 3 Ly
10.0KV12:0mm %350 SE(U 4 . r 100up -+~

UL
10.0kV 12.4mm x7.00k SE(U) 5,00um

18. abra. P. anomala biofilmek SEM felvétele. A és B: Kontroll; C: Boroka illdolaj
(MIC/2: 0,25 mg/ml); D: a-pinén (MIC/2: 0,5 mg/ml).
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Kevert biofilmek SEM vizsgalata — L. monocytogenes + S. aureus

4.6mm x7.00k SE(M)

15.0kV 14.7mm x11.0k SE(M) © 5.00um 15.0kV 14.7mm x4.51k SE(M)

E F

00k SE(M)

19. abra. L. monocytogenes and S. aureus kevert biofilmek SEM felvétele. A és B:
Kontroll; C: Majoranna illéolaj (1,6 mg/ml); D: Terpinén-4-ol (8 mg/ml); E:
Kakukkfii ill6olaj (0,4mg/ml); F: Timol (0,8mg/ml).

Az 19. dbra A és B jelzésti képein lathato a Listeria+Staphylococcus kezeletlen kevert
kozosség SEM felvétele. A B képen észrevehetd, hogy a Staphylococcus-ok vannak
tobbségben a biofilmben és itt is az érett biofilmekre jellemzd specifikus haromdimenzids
struktarak lathatok. Rieu és munkatarsai (2008) is beszamoltak arr6l, hogy a két mikroba
eldszeretettel képez kevert tenyészetes biofilmeket rozsdamentes acélon. Kezeléseket

kovetden ez a struktira szétesik, sériilt sejtek ¢és mikrokolonidk vannak jelen a
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latomezOkon. A majorannaval kezelt mintan egy ,,felhasadt” kokkusz is kivehetd, jelezve
az illdolajok sejtfalra kifejtett karos hatasat. Ugyanakkor a kezelt mintdk mindegyikén
megjelennek citoplazma nélkiili sejtek (sejtfalak) a feliilethez tapadva. Ezek késObb

megtapadasi feliiletként szolgdlnak az Gjonnan letapado sejtek szamadra.

Kevert biofilmek SEM vizsgalata — E.coli + P. putida

A G-negativ E. coli és P. putida baktériumok altal képzett kezeletlen biofilmek esetében a
haromdimenzids szerkezet kialakulasanak kezdetét lathatjuk 24 6ras inkubéciot kovetden.
A kiilonbség a kezelt mintdktdl azonban itt is szembeting; illdolajok hatisira a
haromdimenzids szerkezet eltlinik, a sejtek nem tapadnak egymashoz. A D abran a fahéjjal
kezelt mintdk esetében észrevehetd néhany megnyult sejt, amelyek annak kovetkeztében
alakulnak ki, hogy a sejtek osztddas utan nem tudnak szétvalni (Nazzaro et al. 2013) (20.

abra).

20. abra. E. coli és P. putida biofilmek SEM felvétele. A és B: Kontroll; C: Citrom
illoolaj (2 mg/ml); D: Fahé;j illoolaj (0,1 mg/ml).
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Kevert biofilmek SEM vizsgalata — L.monocytogenes + E. coli

A 21. abra A és B képein levd kontroll mintakon jol lathat6, hogy a Listeria + E. coli
biofilm sejtjei bedgyazddnak az altaluk termelt matrix anyagba, amely Osszetartja a
kozosséget. A linaloolal kezelt mintakon a sériilt sejtek mellett megnyult sejteket talalunk,
ezek esetében valosziniileg a sejtek nem tudnak szétvalni az osztédas utan; ezt a jelenséget
tobb kutatas is igazolta az irodalomban (Domadia et al. 2007, Nazzaro et al. 2013) (21.

abra).

o kit @ LB 10.0kV 12 4mm x4,.00k SE(U
10.0kV 12.4mm x3.50k SE(U) O.0KV 12 4mm x4.00k SE(U)

X

e O S Fres
10,0kV 12.9mm x20,0k SE(U) 2.00um 0KV n x4 00k SE(U

21. abra. L. monocytogenes és E. coli biofilmek SEM felvétele. A: Kontroll; B:
Muskotalyzsalya illoolaj (0,5 mg/ml); C és D: Linalool (2,5 mg/ml; E: Kakukkfii
illoolaj (0,5 mg/ml); F: Timol (0,1mg/ml).
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Kevert biofilmek SEM vizsgalata — L. monocytogenes + P. putida

A Listeria és P. putida kezeletlen mintdin a mar megszokott, haromdimenziés biofilm
struktirdk jelennek meg, emellett a B képen lathatok a matrix szalak, amelyek Osszetartjak
a sejteket. A kezelések ebben az esetben is eltiintették ezeket a struktirdkat, a [atomezokon

sériilt, roncsolt sejtek lathatok (22. dbra).

B T B B I B

LI |
20.0um

L S I I |

; 1
10.0kV 12.9mm x4.00k SE(V) 10.0um 10.0kV 12.9mm x13.0k SE(U)

22. abra. L. monocytogenes and P. putida biofilmek SEM felvétele. A és B: Kontroll; C:
Majoranna ill6olaj (1 mg/ml); D: Terpinén-4-ol (1 mg/ml).

5.3 A QS mechanizmus vizsgalata
5.3.1 AHL jelmolekulak kimutatasa

A laboratériumi térzseink esetében a szakirodalomban meghatarozottak szerint a G-negativ
E. coli Al-2-t (Xavier és Bassler 2005; Gonzalez Barrios et al. 2006), a P. fluorescens
hosszu szénlancu (Cha et al. 1998), mig a P. putida rovid és hosszl szénlanca AHL-eket is

termel (Degrassi et al. 2002).

Az 14. tablazat 6sszefoglalja az altalunk hasznalt indikétor torzsek f6 tulajdonsagait.
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14. tdblazat. A felhasznalt bioszenzor torzsek tulajdonsagai.

Indukalt fenotipus QS ,
Indikator torzs Erzékelt jelmolekula
jelmolekula jelenlétében

Lila elszinez6dés a violacein
C4-C6 szénlanc hosszsagi

C. violaceum CV 026 pigment termelése AHL
kovetkeztében
R. radiobacter NTL4 Kék elszinez6dés a lebontott C6-C12 szénlanc
(pZLR4) X-gal kovetkeztében hosszusaga AHL
) ) ) C4 szénlanc hosszusagu
E. coli IM109 pSB535 Lumineszcencia
AHL
. ) ) 3-0x0-C12 szénlanc
E. coli IM109 pSB1075 Lumineszcencia

hosszisagu AHL

A z0ldségekrdl ¢és husokrol izolalt baktériumok koziil a G-negativ torzsek AHL
jelmolekula termelését teszteltiik. Az eredmények alapjan a C. violaceum CV 026 mutans
bioszenzor torzs (rovid szénlancu C4-CO6AHL jelmolekula detektaldsa) egyik izolatum
esetében sem mutatott pozitiv valaszreakciot. Hasonlo eredmények sziilettek Blana (2010)
munkdja sordn, ahol hosszabb tarolasi id6 utdn sem kaptak valaszreakciot a CV 26 mutans

esetében.

Jelmolekuldk kimutatdsa R. radiobacter NTL4 (pZLR4) indikator torzzsel

Az R. radiobacter NTL4 (pZLR4) (C6-C12 AHL jelmolekula detektalasa) 4 torzs esetében
adott pozitiv valaszreakciot és a legnagyobb indukalt zénat a csirkemellrdl izolalt

Pseudomonas sp. torzs adta (23 és 24 abrak).
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(pZLR4) segitségével. A kék elszinezddés jelzi az X-gal hidrolizisét és a C6-C12 AHL
jelenlétét. A: Kontroll (R. radiobacter AT6); B: Pseudomonas sp (egyéni kod: F).; C:

Pseudomonas sp (egyéni kod: R1).; D: Microbacter sp (egyéni kod: R5).; E: Pseudomonas
sp (egyéni kod: CS SAL 3).
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K+ Pseudomonas sp.  Pseudomonas Microbacter sp. Pseudomonas
(F) sp.(R1) (R5) sp.(CS SAL3)

24. abra. AHL jelmolekula jelenlétének kimutatasa R. radiobacter NTL4 (pZLR4)

segitségével.

Az AHL jelmolekuldk lumineszcencidval torténd kimutatdsat a 25. 4bra foglalja Ossze.
Ezek alapjan csirkemellrél izolalt Pseudomonas sp. és Pantoea agglomerans hosszi, mig a
kacsamellekrél izolaltak (Pseudomonas sp., Pantoea sp.) inkabb rovid szénlancu
jelmolekulakat termeltek. Fontos kiemelni, hogy Chalupowicz és munkatarsainak (2008)
sikertilt igy C4 mint C6 hosszisagn AHL jelmolekulakat kimutatni P. agglomerans
esetében. Jelen dolgozatban, a két Pantoea nemzetség tagjainal csak egyik hosszusagi

jelmolekula volt detektalhatdé mintanként. A paprikardl, retekrdl és csomagolt salatarol
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izolalt torzseknél szintén hosszll, mig a csirakeverék egyik torzsénél rovid jelmolekuldkat

detektaltunk. Az R. radiobacter NTL4-el kapott eredmények megerdsitésre keriiltek ezen

mérések alapjan, ahol az Pseudomonas sp. (csirkemell), Bacillus sp. (retek), Microbacter

sp. (retek) és Pseudomonas sp. (csomagolt salata) torzsek hosszii szénlancai AHL

termelésre utaltak.

Fontos kiemelni, hogy egy adott jelmolekula hidnya nem feltétleniil jelenti azt, hogy az

adott torzs nem termeli. Feltételezhetd, hogy alacsony koncentracioban vannak jelen vagy

olyan molekulakat termelhet amelyeket a bioszenzor térzsek nem tudnak kimutatni (Priha

et al. 2011).
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25. abra. C4 és 3-0x0-C12 hosszsagii AHL jelmolekulédk jelenlétének kimutatasa E. coli

5.3.2 Al-2jelmolekulik kimutatasa

JM 109 (pSB536) és E. coli IM 109 (pSB1075) torzsek segitségével.

Meéréseink sordn az izoldtumok egyike esetében sem tudtuk kimutatni az Al-2 jelenlétét

(26. abra). A kapott eredmények alapjan a tesztelt egyfajos és kevert tenyészetek koziil

csak a P. anomala feliiliszoja mutatta a pozitiv kontrollhoz hasonldé mintazatot ahol 510

nm-en volt a maximalis abszorbcios hullamhossz.
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26. abra. Al-2 jelmolekulak kimutatasa 1,10 fenantrolin reagens hasznalataval.

5.3.3 llloolajok és f6 komponenseik anti-OS hatdasanak vizsgalata

Anti-OS hatas kimutatisa papirkorong diffizioés modszerrel

A novekedésgatlast jelzé és szintelen sejteket tartalmazoé zonak a 15. tablazatban
lathatok. A kontroll esetében, a csészékre helyezett korongot teljesen bendtte a baktérium
és nem volt zavar a szinanyag termelésben. A felhasznalt olajok mindegyike esetében
észleltink QS gatlast, ami altaldban koncentraciofiiggd volt. A citromolaj esetében
megfigyelhetd, hogy a QS gatldas minimalis, a limonén esetében pedig egyaltalan nem
észleltiink QS gatlast (27. dbra). A limonén mennyiségének novekedésével csak a gatlasi
zonak nagysaga nétt, de nem jelent meg a QS gatlas. A bordka esetében megfigyelhetd,
hogy a QS gatlds mennyiségfiiggd ¢s mindegyik esetben az illoolaj jobb QS gatld, mint {6

komponense, az a-pinén (27. abra).
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27. abra. A citrom (A), limonén (B), boroka (C) és a-pinén (D) illdolajok anti-QS hatasa
papirkorong-diffuzios modszerrel. A sziirGpapirkorongokon 1-3 pl olaj talalhato, a
csticsbol kiindulva és az oramutato jarasaval megegyezden haladva.

A majordnna olaj és f6 komponense mutatta a legjobb QS gatlast, és mindkettonél a
legjobb gatlast 2 pl-nél értiikk el. Ebben az esetben is az olaj hatdsosabb volt, mint a
komponense (28. abra). A muskotalyzsalya olaj a masodik legjobb QS gatlonak bizonyult,
a komponens hatdsa ebben az esetben is gyengébb volt. A legjobb gatlast 3 pl-nél értiik el
(29. abra).
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28. abra. A majoranna ¢és terpinén-4-ol illdolajok anti-QS hatasa papirkorong-diffazios
modszerrel. A: majoranna 1 pl; B: majoranna 2ul; C: terpinén-4-ol 1 pl; D: terpinén-4-ol

2 ul.

29. abra. A muskotalyzsélya és linalool illdolajok anti-QS hatasa papirkorong-diffuzids
modszerrel. A: muskotalyzsalya 1 pl; B: linalool 1pl; C: muskotalyzsalya 2 ul; D: linalool
2 ul.

A fahéj és komponense esetében a tomény illéolaj olyan erdteljes ndvekedésgatlast
mutatott, hogy sziikség volt a higitasra. Felezd és negyedeld higitast kovetden mar

lathatova valtak a szintelen, QS gatlast jelzé zonak is (30. abra). A kakukkfii QS gatlo
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hatasa is nétt a felhasznalt mennyiséggel, és a timol is mutatott QS gatlast 100 mg/ml és 10

mg/ml koncentracional is (31. abra).

30. abra. A fahéj és fahéjaldehid illoolajok anti-QS hatasa papirkorong-diffuzios
modszerrel. A: fahéj V4 higitasban 1 pl; B: fahéjaldehid 4 higitasban 1pl.

31. abra. A kakukkfii és timol illoolajok anti-QS hatésa papirkorong-diffiizids modszerrel.
A: kakukkfii 1 pl; B: timol 100 mg/ml koncentracioban 1pl.

Khan és munkatarsai (2009) hasonld koriilmények kozott a kakukkfiivet és fahéjat
vizsgalva csak utobbinal mutattak ki anti-QS hatast. Ahmad és munkatarsai (2015) szamos
illoolaj Osszetevot tesztelt a C. violaceum AHL termelésére, koztiik az a-pinén és limonén
nem gatolt, a timol (0,03 mg/ml, 12 mm gatlasi zéna) és linalool (0,25 mg/ml, 11 mm
gatlasi zona) viszont hatékony gatloszernek bizonyultak. Mi is hasonld eredményeket
kaptunk, azonban fontos kiemelni, hogy a szerzék a minimalis QS gatlo koncentracioval

dolgoztak, esetiinkben a tomény olajak kertiltek megvizsgalasra.
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15. tablazat. Ill6olajok és komponenseik ndvekedést gatlo és anti-QS hatasa C. violaceum
85 WT esetében. Az eredmények atlag+SD formdban lathatok.

Ill6olajok/ Novekedésgatlas QS gatlas
Komponensek (mm) (mm)

Felvitt mennyiség (pl) 1 2 3 1 2 3
Muskotalyzsalya 440,50 440,57 440,50  10+0,00 20+0,50 25+0,50
Linalool 5+0,54 540,00 3+0,57 10+£0,00 15+0,30 20+0,57
Citrom 1+0,50 240,10 2.5+0,20 - 0,5+0,20  1+0,57
Limonén 440,00 70,11 6.5+0,10 - - -
Marjoranna 1+0,00 3+0,50 3+0,00  10+0,00 15+0,10 20+0,20
Terpinén-4-ol 1+£0,50 2+0,57 2+0,00 - 15+0,00 20+0,00
Boroka 240,57 3+0,00 3+0,50 - 10+£0,10  20+0,50
a-pinén 5+0,00 5+0,00 5+0,00 1+0,00  1+0,50 1+0,50
Fahéj tdmény 17+0,00  19+0,50  18.5+0,00 - - -
Fahéj 1/2 17.5£0,50 16.5+0,57 17+0,10 1£0,50 1+0,50 1+0,50
Fahéj 1/4 13+0,50 15+0,50 15+0,57 3+0,00 1.5+£0,60 1+0,57
Fahéjaldehid 18.5+0,57 18+0,00 19.5+0,50 - - -
Fahéjaldehid 1/2 16.5+£0,56  17+0,00 18.5+0,50  1+0,50 1+0,00 1+0,00
Fahéjaldehid 1/4 15.5+0,10 15.5+0,00 18.5+0,55 2.5+£0,50 1.5+£0,00 0.5%+0,00
Kakukkfii 12.5£0,00  13+0,00 14.5+0,20 2+0,10 2.9+0,00  3+0,50
Timol 100 mg/ml 2.5£0,00  7.5+£0,20  5+0,20 1+0,10  1+0,00 1+0,50
Timol 10 mg/ml 1+0,50 2 £0,10 340,10 - 1£0,50 1£0,10

Thomson ¢és munkatarsai (2000) irasa alapjan tudjuk, hogy a S. marcescens
prodigiozin termelése QS szabdlyozas alatt 4ll. Azonban a baktérium QS
mechanizmusénak gatlasara vonatkozdan, eddigi ismereteink szerint csak kevés
nemzetkozi eredmény van. Sikeriilt kKimutatnunk, hogy a felhasznalt olajok egy része
hatékony QS gatloészer. A citrom és boroka illdolajok esetében, a csészékre helyezett
korongot teljesen bendtte a baktérium, tehdt ezek az olajok nem gatoltak a QS
mechanizmust. Ez volt jellemz6 f6 komponenseikre is. A legtdbb illdolaj és komponens
esetében nem taldltunk QS gatldo hatast és a novekedésgatlds is mérsékelt volt, vagy

egyaltalan nem volt megfigyelhetd. (32 és 33. abrak, 16. tablazat).
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32. abra. A muskotalyzsalya illdolaj anti-QS hatasa papirkorong-diffuziés modszerrel. A:
Lul; B: 2pl.

33. abra. A fah¢j illdolaj (1 pul) anti-QS hatasa papirkorong-diffuziés modszerrel.

Anti-OS hatis kimutatdsa folyadéktenyészetekben

Az eredményeinket a 34. &bra tartalmazza. Legtobb esetben elmondhatd, hogy a
kiiszobérték alatti koncentracid ndvelésével sikeriilt gatolni a pigment termelést egy
viszonylag allandé sejtszam mellett. Citrom illdolaj esetében a tesztelt koncentraciok
mindegyike gatolta a violacein termelését, a novekedést viszont nem. F6 komponense, a
limonén hasonld hatast mutatott, de ebben az esetben magasabb koncentraciok mellett
teljes novekedésgatlas is tortént.

A borokaval is szignifikdns QS gatlas tortént, azonban érdekes médon 1 és 2 mg/ ml
esetében jelentdsen megndtt a termelt violacein mennyisége, €s csak a legmagasabb
koncentracional csokkent. Az a-pinén hatdsa koncentraciofiiggd volt, a QS gatlas 100

png/ml-nél kezdddott.
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16. tablazat. Ill6olajok és komponenseik ndovekedést gatld és anti-QS hatasa S. marcescens

esetében. Az eredmények atlag=SD formaban vannak feltiintetve.

Novekedésgatlas Anti-QS gatlas
Illoolajok/Komponensek
(mm) (mm)
I ul 2 ul 3ul I ul 2 ul 3ul
Muskotalyzsalya - - 140,00  0,50+0,00 1+0,50 0,1+0,50
Linalool - - - - - -
Citrom - - - - - -
Limonén - - - - - -
Marjoranna - - 0,5+0,00 - - 0,1+0,00
Terpinén-4-ol - - - - - -
Boroka - - - - - -
a-pinén - - - - - -

Fah¢j tomény 1+£0,00 17 +0,20 20+0,10  0,5+0,00 - -

Fahéj 1/2 1+0,00 10+£0,60 15+0,30 0,5+0,50 - -
Fah¢j 1/4 - 5+0,30  10+0,10 - -

Fahéjaldehid 1£0,10  15+0,00 18+0,00 - - -
Fah¢jaldehid 1/2 1+0,50 8+0,00 8+0,00 - - -
Fahéjaldehid 1/4 - 6+0,00  6+0,00 - - -

Kakukkfii 1,7£0,50 1,8+0,50 2+0,50 - - 0,1+0,50
Timol 100 mg/ml 1,5+0,55 1,6+0,57 2+0,00 - - -
Timol 10 mg/ml 1£0,60 1+0,00 1,5+0,00 - - -

Ebben az esetben a legmagasabb koncentracié sem okozott sejtszam csokkenést, csak a
pigmenttermelés allt le. A majoranna és terpinén-4-ol valamint muskotalyzsalya és linalool
esetében a QS gatlas 1 mg/ml koncentracioig volt tapasztalhato. Fahéj esetében 500png/ml
okozott még QS gatlast, magasabb koncentraciok mar a novekedést is gatoltdk. A
fahéjaldehid 50 pg/ml  koncentracioban jelentdsebb pigment termelés gatlast
eredményezett, mint az olaj. A kakukkfii és a timol teljes sejtszam csokkenést 500 pg/ml
koncentracional okozott, ett6l alacsonyabb koncentraciok csokkentették a pigment
mennyiségét. Ezek alapjan a sejtszdm csokkenése, azaz ndvekedésgatld hatas nélkiil, mar
kimutathaté volt anti-QS hatas, ami arra utal, hogy az illéolajok a jelmolekulak

bioszintézisbe avatkoznak be.

87



A = Boroka B mm Citrom

|a-pinén s Limonén
4 a —m-Boroka TKE 10 47 —8—Citrom TKE
verind - ~@-~Limonén TKE
35 a-pinén TKE 9 35 [} ;
k4 T
8 2 ‘
a ? b : \._’i
+ —i—a 7 - & F &
8 25 6 T 25 C
2 8
g = B ;
= o
O 15 f 4 8 15 - d
2 . . :
Qo
1 1 b b
< C 2
9:5 & 05 e e e
1
58 l l e’ ml wf
o0 sig= | 0 0 o = =
Q Q N Q Q Q Q Q Q
69\6\ «9\& °§o Qé@ Qés Q\é‘ & 69\& 6&(“
c o o D & & & & N 5 o
41 a 3 m—Fahéj 10 4 = Kakukkf(i
35 @l Fahéjaldehid 9 35 = Timol
o ‘ —8-Fahéj TKE 8 —8- Kakukkf(i TKE
@ @ Fahéjaldehid TKE | 7 . Timol TKE
8 25 = 25 T
(=] 6 E
& 2 s ¥ 2
2 & b
4 3
g 15 \ 2 15
= (o
< % ) _d e
05 € 5 05 i
> e
0 U res ree i 0 e
N Q Q> Q N Q Q Q Q Q Q>
& & & IR
+ v ) A5 & & & N 9 %
= Vajordnna = Muskotalyzsalya
* a Terpinén-4-ol 10 4 a Linalool
35 S —@-Majoranna TKE 8 35 I 3 —-Muskotalyzsalya TKE
- XX .
o 3 \ ~o—Terpinén-4-ol TKE . 3 ~Linalool TKE
7 3
+l ¢ 7
8 25 = 25
2 ° 5
& 2 b 5 % 2
< 3
c 4 o
g 15 c \ 2 15
= T
Qo 1 X
< 2
e e
05 d 3 05
| . B - - &w—, _— l"w - |
S R P e O D I I R
d ) ) ~>
&
© & o & S Rt ST R

34. abra. A vizsgalt illdolajok és komponenseik violacein termelést gatlo hatasa C.
violaceum 85 WT folyadéktenyészetében: A: bordka illoolaj; B: citrom illdolaj; C: Fahéj
illoolaj; D: kakukkfii illoolaj; E: majoranna illdolaj; F: muskotalyzsalya illoolaj. Az
oszlopok a pigmentermelésre vonatkozd mért abszorbanciat mutatjak 585 nm-en, mig a
gorbék a valtozo sejtszamot a koncentraciok fliggvényében. A kiilonb6zo betlik

szignifikans eltérést jelentenek.
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A S. marcescens esetében is novekedést gatld hatas nélkiil méar kimutathat6 volt
anti-QS hatas. A citrom illdolaj és a limonén allandd sejtszam mellett koncentraciotol
fliggetleniil szignifikdnsan csokkentette a pigmenttermelést, a limonén nagyobb mértékben.
A boroka illoolaj gyenge hatdsaval szemben az a-pinén minden koncentracional gatolta a
pigmenttermelést. A majordnna és komponense koncentraciotdl fliggé modon csdokkentette
a pigmenttermelést. Hasonld hatast értiink el a kakukkfii és timol esetében is. A
muskotalyzsalya QS gatlo hatasa is koncentraciofiiggd volt, a linalool pedig a
legalacsonyabb  koncentraciotél — szignifikdnsan  gatolta a  pigmenttermelést.
Novekedésgatlast egyik esetben sem tapasztaltunk. A fahéj illdolaj és komponense
esetében a novekedés és a szinanyag termelés gatldsa parhuzamosan zajlott, ezért nem

talalhat6 olyan koncentracio, ahol csak QS gatlasrol beszélhetiink (35. abra).

89



Abszorbancia £SD

35

25

15

Abszorbancia +SD

05

35

2,5

15 |

Abszorbancia +SD

05

= Boroka
Alfa-pinén
a a —&—Boroka TKE
Alfa-pinén TKE

C
I
I | £
» Q d S N S
& & & s & &
& & &
S & \ o
. Fahéj
a i Fahéjaldehid
L. —a—Fahéj TKE
\i # - Fahéjaldehid TKE
d C
: ol N 2 o |
N @ & & x & it & —a
& 8
+© «P@ s & '\66 m‘é b&
= Majoranna
Terpinén-4-ol
a —&—Majoranna TKE
Terpinén—d-oITKE t
Y
"\
f
e
- g
N N T T
‘o é@ & & & &
&
+© @Q @“Q& 6.»°° &g b‘é

N W A O N @ ©

N W A 0D N ® ©

-
=)

-
=)

log,, TKE/ml

log,, TKE/ml

log,,TKE/ml

35

25

15

0,5

= Citrom

Limonén
a =a—Citrom TKE
; Limonén TKE
e A .
T T -
b
b b b
C
» & & & é &
R
RO & \QQQ "@ 6& 66 ":
= Kakukkf(i
Timol
a
—a—Kakukkfli TKE
5 & Timol TKE
v I
b
b
c e
as d
- l3 L -
3 & & & &
S & ) &
A
mmm Muskotalyzsalya
Linalool
4 —#—Muskotalyzsalya TKE
) a a Linalool TKE
= T o
T 15 -
b p
Cc
d fld Bd R 4 d
T T .d
S N N & > N 73
60\ é@ & & & & &
A A R

2
(=)

N W A OO N O ©

-
=)

N W A 00O N ® ©

aa
=)

N W A 00O N ® ©

35. abra. A vizsgalt ill6olajok és komponenseik prodigiozin termelés csokkentd hatasa

folyadéktenyészetben S. marcescens esetében. A: bordka illoolaj; B: citrom illdolaj; C:

Fah¢j illoolaj; D: kakukkfii illoolaj; E: majoranna illdolaj; F: muskotalyzsélya illoolaj. Az

oszlopok a mért abszorbanciat mutatjak 585 nm-en, mig a gorbék a valtozo sejtszamot a

koncentraciok fliggvényében. A kiilonbdzo betiik szignifikans eltérést jelentenek.
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5.3.4 A QS gatlas és biofilm képzés gatlas kozti dsszefiigges vizsgalata

I1l6olajok hatasa elokezeletlen biofilmekre

Az 36. abran lathato, hogy az illoolajok mindegyike szignifikansan gatolta a C. violaceum
biofilm képzését. A citrom (50 pg/ml), kakukkfii (50 pg/ml) és muskotalyzsalya (50
ug/ml) illdolajok valamivel hatékonyabbak voltak, mint f6 komponenseik. A biofilm
képzés mellett a pigmenttermelési rata is csokkent minden alkalmazott gatloszer esetében
egy viszonylag allando6 sejtszam mellett, jelezve azt, hogy novekedést gatld hatas nélkiil,
mar kimutathat6 volt anti-QS hatas. Jelent6s csokkenést a fahéj (100ug/ml), fahéjaldehid
(50 pg/ml) és a timol (50 pg/ml) eredményeztek (37. abra).
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36. abra. A C. violaceum 85 WT biofilmképzési rataja és sejtszambeli valtozasa
illoolajokkal és komponenseikkel valé kezelést kovetden nem elézekelt mintdknal. Az
oszlopok (fekete: illoolaj; sziirke: komponens) a biofilmképzési ratat, mig a vonalak
(fekete: illdolaj; sziirke: komponens) a sejtszam valtozasat jelzik. A kiilonbozo betiik

szignifikans eltérést jelentenek.

I1l6olajok hatasa elokezelt biofilmekre

Az 37. abra adatai az elkezelt mintak eredményeit foglaljak 6ssze. Ha a 4 oras letapadasi
fazisban hozzdadtuk az olajokat a mintdkhoz, sokkal kevesebb sejtnek sikeriilt
megtapadnia és biofilmet képeznie annak ellenére, hogy a sejtszuszpenzioban 4x10°
TKE/ml volt a sejtszam. A letapadt sejtek biofilmképzését a 24 oras kezelés tovabb
csokkentette, tobb mint 90%-os gatlast eredményezve. Ez alol kivételt képez a kakukkfii és
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f6 komponense, itt nem tapasztaltunk kiilonbséget az eldkezelt és nem eldkezelt mintak

kozott.
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37. abra. A C. violaceum pigmenttermelési rataja illdolajokkal és komponenseikkel valo
kezelést kovetden (sotétlila: illoolaj; vilagos lila: komponens). Az adatok a nem eldkezelt
(4 oras tapadaskor csak tapoldatot tartalmazo) mintak eredményeit tartalmazzak. A

kiilonb6z6 betiik szignifikans eltérést jelentenek.

A pigmenttermelést a kezdetekben hozzdadott illéolaj nem befolyasolta, alacsony
biofilmképzési rata mellett a nem elOkezelt csoport értékeihez hasonld adatokat
regisztraltunk. Jelen esetben a kezelt mintdk sejtszama 5 és 3 log kozott volt. Kivételt
képez a fahéj és komponense ahol a biofilmképzés gatlasa egyenesen ardnyos volt a
pigmenttermelés gatldsaval (a gatlas mértéke 80% folotti mindkét folyamat esetében). A
kakukkfi és komponensének pigmenttermelésre kifejtett hatdsa esetében 30 ¢és 60%-0S
biofilmképzés gatlas mellett tobb mint 80%-0s pigmenttermelés gatldas mutatkozott. A
jelenség arra utalhat, hogy bar a sejtek képesek voltak a letapadasra, az elokezelés kihatott
a QS rendszerre befolyasolva a szinanyag termelést (39. abra).

Osszességében a kezelések csokkentették a C. violaceum pigmenttermelési ratajat
ravilagitva arra, hogy a folyamatot szabalyoz6 QS mechanizmus sériilt. Az elékezelések
hatdsara jelent6sen lecsOkkent a biofilmképzési rata is, ami megerdsiti, hogy a sejtek
letapadéasaban is fontos szerepet jatszo QS miikodése korlatozott. A legjobban a fahéj és
komponense altal mutatott gatldsok tdmasztjak ezt ald, ahol egyenesen aranyos csokkenést
tapasztaltunk a vizsgalt folyamatok kozott. Hasonlo eredményekrdl szamoltak be Burt és
munkatarsai (2014), ahol a karvakrol hataséara igazolodott be a biofilmképzés gatlas és a

QS folyamat gatlasa kozotti szoros dsszefiiggés.
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38. abra. A C. violaceum 85 WT biofilmképzési rataja illdolajokkal és komponenseikkel
val6 kezelést kovetden elokezelt mintaknal. Az oszlopok (fekete: illdolaj; sziirke:
komponens) a biofilmképzési ratat, mig a vonalak (fekete: illdolaj; sziirke: komponens) a

sejtszam valtozasat jelzik. A kiilonbozd betlik szignifikans eltérést jelentenek.
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39. abra. A C. violaceum 85 WT pigmenttermelési rataja illoolajokkal és
komponenseikkel valo kezelést kovetden (sotétlila: illoolaj; vilagos lila: komponens). Az
adatok az eldkezelt (4 6rés tapadas alatt QS-gatld koncentracidban levd illdolaj/komponens
oldattal) mintdk eredményeit tartalmazzak. A kiilonb6z6 betlik szignifikdns eltérést

jelentenek.
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5.4  Illoolajok hatasa élelmiszereken

5.4.1 Nyers csirkemelleken kialakulo L. monocytogenes biofilmek eltavolitasa illoolajos
paclevek alkalmazasaval

A frissen vasarolt csirkemell 6sszes sejtszama 4,3 log TKE/cm? volt, a coliformok szama
kevesebb, mint 10 TKE/cm? és Staphylococcus, Salmonella és Listeria nem voltak jelen a
mintdkon. Ezek alapjan a his megfelelt az eurdpai és magyarorszagi ¢élelmiszerbiztonsagi
elvarasoknak. Listeridval torténé fertdzést kovetd 24 oras eléinkubacio utan a nem mosott
mintdk (NM) 6sszes sejtszama 3 log TKE/ cm? mig a mosott mintak (MM) 3,45 log TKE/
cm? volt. A Listeria sejtszamok NM: 2,9 log TKE/ cm? és MM: 3,43 log TKE/ cm? voltak.
Az E. coli sejtszama tovabbra is 10 log TKE/ cm? alatt maradt és Staphylococcus valamint

Salmonella nem voltak jelen.

Nem mosott mintak — hus feliilet

24 oras kezelést kovetden jelentds sejtszam csokkenést csak a timol esetében értiink el (2,5
log TKE/ cm?, P <0,001). A Listeria sejtszam szintén lecsokkent, de csak kakukkfiivel valo
kezelést kovetden (0,45 log TKE/cm?, P <0,001).

48 h utin a NM kontroll mintdk dsszes sejtszama 5,15 log TKE/ cm?-re emelkedett. A
kezeltek esetében maradtak a 24 6ras Osszes sejtszam értékek. A kontroll mintdkban levd
Listeria sejtszam (4,8 log TKE/ cm?) 1,6 log-al csdkkent a majorannaval kezelt és 2 log-al
a timollal kezelt mintakban. A kakukkfii illoolajjal Listeria sejtszam nem volt kimutathato,

teljes gatlas kovetkezett be (40. abra).
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40. abra. Nem mosott mintak Gsszes csira- és Listeria sejtszama illdolajos pacolast
kovetden. A kisbetlis jelolések a kontroll és az illoolajjal kezelt mintak kozti eltéréseket
mutatjak sszes sejtszam esetében, mig a nagy betiik a Listeria sejtszamok kozotti
eltéréseket.

Mosott mintak — hus felilete

Ezen mintdk esetében a legjobb gatloszernek a timol bizonyult, 2 nagysagrenddel
csOkkentette az Osszes sejtszamot 24 orat kovetden. A Listeria TKE 1 nagysagrenddel
csokkent kakukkfiives és timolos pacolast kovetden (P <0.001). 48 6ras pacolas utan a
kontroll mintak sejtszama 5,15 log-rol 4 és 3,5 log-ra csokkent (P <0.05). Ebben az esetben
a timol nem volt hatékony, de jo Listeria-ellenes hatas fejtett ki a kakukkfiivel egyiitt (P
<0.05) (41. abra).
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41. abra. Mosott mintak Gsszes csira- és Listeria sejtszama illoolajos pacolast
kovetden. A kisbetlis jelolések a kontroll és az illdolajjal kezelt mintak kozti eltéréseket
mutatjak Osszes sejtszam esetében, mig a nagy betiik a Listeria sejtszamok kozotti

eltéréseket.
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Nem mosott mintak-paclevei

Eredményeinket 42. dbra szemlélteti. Mindegyik kezelés csokkentette az §sszes sejtszamot
a kontroll mintadkhoz képest (5,76 log TKE/ cm?). A majoranna 0,6 log (P <0,05), a
kakukkfii 2,5 log (P =0.003) ¢és a timol 3 log (P <0.001) csokkenést eredményezett. A timol
2 nagysagrenddel csokkentette a Listeria sejtszamot, mig a masik két illoolajjal teljes
gatlast értiink el. 48 orat kovetéen a majordnna nem csokkentette az Osszes sejtszamot;
ezzel ellentétben a kakukkfi €s timol szignifikansan gatolt 1,7 és 2 log csokkenést
eredményezve. A majorannds ¢és kakukkfiives paclé esetében sem tudtuk kimutatni a

Listeria-t; a timol 2 log sejtszam csokkenést eredményezett ebben az esetben.
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42. abra. Nem mosott mintak paclevének Osszes csira- és Listeria sejtszama ill6olajos
pacolast kovetden. A kisbetls jelolések a kontroll €s az illdolajjal kezelt mintak kozti
eltéréseket mutatjak Gsszes csiraszam esetében, mig a nagy betiik a Listeria sejtszamok

kozotti eltéréseket.

Mosott mintak- paclevei

24 oOra utan a majoranna 1 log, a kakukkfli 6 €s a timol 5 log 0sszes sejtszam csokkenést
eredményezett. A Listeria nem volt kimutathato egyik paclébdl sem.

Csak a timol bizonyult hatékony gatldoszernek 48 6ra utani pacolasndl az dsszes sejtszamok
esetében (3 log csokkenés). A Listeria sejtszam mindegyik esetben lecsokkent, és a
kakukkfli bizonyult a leghatékonyabbnak (43. abra).

A mosassal torténd eldkezelés nem befolyasolta az dsszes sejtszamokat. Ezzel ellentétben a

mosott mintadknal a Listeria sejtszam megnétt a 24 oras eldinkubaciot kdvetden.
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Feltételeztiik, hogy egy lehetséges antagonista eltavolitdsa kovetkezhetett be mosas soran.
A szakirodalomban tobb helyen is emlitésre keriilnek a Lactobacillusok, amelyek jelen
vannak a husok feliiletén és a Listeria antagonistai (Farber és Peterkin 1991, Sakaridis et
al. 2012).

A péaclevekben sokkal magasabb volt az Osszes sejtszdm, mint a husok feliiletén. Ezt
befolyasolhatta a paclé hozzéadéasa, amely lemoshatta a hus feliiletérdl a tapanyagokat igy
egy tapanyagokban gazdag kornyezet alakulhatott ki. Fontos kiemelni, hogy a kakukkfii és
komponense hatékonyabban gatoltak a paclében, mint a feliileteken. Ez az eredmény
megegyezik az irodalomban leirtakkal, ahol kiemelik, hogy a szabadon uszé sejtek
érzékenyebben a gatloszerekre (Hyldgaard et al. 2012). A kakukkfiivet Rimini és
munkatarsai (2014) is kiprobaltak csirkemellen, ahol az olaj jelent6sen lecsokkentette a
lipidoxidaciét és nem volt negativ hatassal a hus kiilsd megjelenésére, mindségére.
Karabagias és munkatarsai (2011) sikeresen novelték nyers baranyhts eltarthatosagat
kakukkfii illdolajjal, azonban az érzékszervi vizsgéalatok szerint az olaj negativan
befolyéasolta a terméket. A szegfliszeg és fahéj illoolajok hatasat vizsgalta Hoque et al.
(2008) L. monocytogenessel fert6zott daralt csirkehtis esetében és a fahéjjal ellentétben, a

szegfiiszeg rendkiviil j6 antimikrobialis hatast mutatott ebben a rendszerben.
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43. abra. Mosott mintak paclevének Osszes csira- és Listeria sejtszama ill6olajos
pacolast kovetden. A kisbetls jelolések a kontroll €s az illdolajjal kezelt mintak kozti
eltéréseket mutatjak dsszes csiraszam esetében, mig a nagy betiik a Listeria sejtszamok

kozotti eltéréseket.
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5.4.2 Nyers csirkemellek feliiletérdl keszitett elektronmikroszkopos (SEM) felvetelek

Az 44, abran mosott és nem mosott, ill6olajjal nem kezelt csirkemell mintak SEM felvétele
lathato. A 24 6ras MM ¢és NM mintakon (43. dbra A ¢és B) nem tapasztaltuk mikrobak
jelenlétét a husok feliiletén. A 48 6ras mintdkon mar egyértelmiien kivehetdek a sejtek,
amelyek inkabb a hus zsirszovetéhez tapadnak, mint a koétészovetekhez. Ugyanakkor a

rostok mélyedéseiben is jelen vannak, ahol mikrokolonidk kialakuldsa észlelhetd.

10.0kV 5.4mm x2.00k SE(U)

44, abra. L. monocytogenes human patogén baktériummal fertdzott nyers csirkehtis SEM
felvétele. A patogénnel vald fertdzést kdvetden a mintakat 24 6ran keresztiil hiitdben
taroltuk (4-6 °C) A: 24 6ras mosott minta; B: 24 6rds nem mosott minta; C: 48 6ras mosott

minta; D: 48 6ras nem mosott minta.

Erzékszervi vizsgalatok

A majorannaval pacolt hisok esetében a biralok atlagolt pontszama 3,4 volt az illat és 2,0
az iz esetében. Ezek az eredmények jelentésen eltérnek a kontroll csoport értékeit6l, ahol
az iz 4,3 és az illat 4,6 értékeléseket kapott. A birdlok fontosnak tartottdk kiemelni, hogy a

husnak kellemetlen utoize volt. A kakukkfiivel és timollal pacolt mintak ize és illata
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megegyezett a kontroll csoportéval. Ebben az esetben a birdlok kellemes, fliszeres izt
tulajdonitottak a mintdknak, amely harmonizalt a hus iz vilagaval. A kiilsé megjelenésben

nem tapasztaltunk eltérést egyik minta esetében sem (45. abra).
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Csirkehus érzékszervi tulajdonsagainak atlag
ertekei
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Ill6olajos kezelés

45, abra. Pacolt csirkemellek érzékszervi biralatanak atlag értékei. A kiillonboz6 betiik

szignifikans eltérést jelentenek. Az elfogadhatdsagi hatart a fekete vonal jelzi.

5.4.3 Friss foldieper eltarthatosaganak névelése illoolajos goztér segitségével

Eredményeinkbdl lathato, hogy a citrom illdolajos géztér ndvelte az eprek eltarthatosagot.
A kontroll csoportban folyamatosan nétt a penészes eperszemek szdma, mig az ill6olajos
kezelésnél 1-2 nappal késObb jelentkezett a romlas. A legjobb eredményt a 40 ul/l

koncentracional kaptuk, ahol még az utolso napon is maradtak ép szemek (46. abra).
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46. abra. A citromolaj altal kialakitott gztér hatasa eprek eltarthatosagi idejére. Az abran

a romlott eperszemek aranya lathat6 a kezelési id6 fiiggvényében.

Azon citrom illoolajjal kezelt mintak esetében, ahol 24 6ra utan eltavolitottuk az illdolajos
korongokat hasonloan j6 eredményt értiink el, mint a korongos mintaknal. Csak a 8. naptdl
volt szamottevé romlas, és a vizsgalat utolsé napjan is voltak még penészmentes szemek
(47. abra). Vu és munkatarsai (2011) a limonén (citrom illdolaj f6 komponense) hatasat
vizsgaltak eprek eltarthatosagara. Hasonldéan a mi eredményeinkhez, a 12-dik napon is

talaltak még penészmentes szemeket.

120 -
£
m© 100 -
I
z 1
& I
% 80 A I I
[= T Kontroll
g 60 -
v
. = 10 ul
o
o 40 I 20l
£ z :
= 40 pl
g 20 - I 1 | I1z I .
= r I
0 T L L T T T 1
1 3 4 b 8 10 13

Kezelési id6 (napok)

47. abra. A 24 6ra utan eltavolitott citromolajos korong altal kialakitott géztér hatadsa
eprek eltarthatdsagi idejére. Az dbran a romlott eperszemek ardnya lathato a kezelési 1d6

fiiggvényében.
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Erzékszervi vizsgalatok

A vizsgéalatokhoz azokat a gylimolcsoket hasznaltuk fel, ahonnan egy nap utdn

eltavolitottuk az illdolajjal atitatott papirkorongot.

A biralok véleménye alapjan az eprek minden esetben megtartottak eredeti iziiket és illatuk
is, ezek az értékek az elfogadhatdsadgi hatdron beliil voltak. A kiilsé megjelenés egy
értékkel alacsonyabbat kapott a kontroll mintaknal, azonban a biralok nem jelezték pontos

kifogasukat megjegyzés formajaban (48. abra).
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48. abra. Egy napos kezelt eper érzékszervi biralatanak atlag értékei. A kiilonb6z6 betlik a
kontrolltol vald szignifikans eltérést jelentenek. Az elfogadhatdsagi hatart a fekete vonal

jelzi.

A 7. napon a kontroll mintakban minden vizsgalt jellemz6 az elfogadhatdsagi hatar alatt
volt, epreink mar talértek ¢€s penészedtek. Az illoolajjal kezelt eprek megdrizték a
termékre jellemz6 kiilsejiiket és eredeti iziiket. A 10 pl-el kezelt mintak eredeti illata is
magas pontszamot kapott, nagyobb mennyiségli olaj azonban negativan befolyasolta ezt a
paramétert. Osszességében a citromolaj frissessége és illata, valamint iide ize miatt elég jol

harmonizalt az eperrel, mind illatban, mind izben (49. abra).
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49. abra. Illoolajjal kezelt eprek érzékszervi biralatanak atlag értékei a 7. napon. A
kiilonb6z6 betiik szignifikans eltérést jelentenck. Az elfogadhatdsagi hatart a fekete vonal

jelzi.

5.4.4 Koktélparadicsom eltarthatosaganak névelése illdolajos goztér segitségével

A kontroll mintdk edényeiben az Otvenét napbol a huszonegyedik napon volt
megfigyelhetd az elsd penésztelep megjelenése. Ahol 20 pl/l kakukkfii illdolajat
hasznaltunk, a kontrollhoz képest 4 nappal késobb jelentkeztek a romlas jelei. A 40 ul/l-el
tartositott koktélparadicsomok esetében a 29. napon (kontrollhoz képest 8 nappal késébb)
jelentkezett a fert6zés. A kisérlet végére (55. nap) a 20 pl/l koncentracié mellett 60%-0s
mig 40 ul/l esetében csak 20%-os volt a fertézottség a kontroll mintakhoz képest (50.
abra). Oregano illoolajat hasznalva Yun €s munkatdrsai kimutattak, hogy a hatékony
antimikrobialis hatas mellette az olaj hatasara a paradicsomok mindsége jobb, mint a

kontroll mintaké.
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50. abra. A kakukkfii illoolaj altal kialakitott géztér hatdsa koktélparadicsomok
eltarthatosagi idejére. Az abran a romlott paradicsomok aranya lathat6 a kezlelési id6

fiiggvényében.

Erzékszervi vizsgalatok

A 20 pl/l-es kakukkfti olajjal kezelt koktélparadicsomok kiilsején elvaltozas nem volt
tapasztalhat6 €s illata a termékre jellemzd volt. Kettévagva is a terméknek megfeleld illat,
kiilsé megjelenés volt tapasztalhaté. {ziiket tekintve, a jellegzetes paradicsom ize mellett,
enyhén fiiszeres aromat tapasztaltunk, amelyet inkabb kellemesnek itélt a bizottsag. A 40
ul/1-es kakukkfii olajjal kezelt koktélparadicsomok kiilsején, belsd részekben, illatdban sem
volt fellelhetd elvaltozas. Ami az izvilagot illeti enyhe eltérést tapasztaltunk a
paradicsomok héjaban, ahol egy édeskés, de nem a ra jellemz6 iz volt tapasztalhatd. A
husan jellegzetes, nem a termékre jellemz6 intenzivebb fiiszeres aromat éreztiink, amely

ebben az esetben sem volt kellemetlen (51. abra).
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51. abra. Koktélparadicsomok érzékszervi birdlatanak atlag értékei. A kiilonbozo betiik

szignifikans eltérést jelentenek. Az elfogadhat6sagi hatart a fekete vonal jelzi.

5.4.5 Gyiimélcslevek eltarthatosaganak novelése illoolajok segitsegével

MIC értékek meghatarozasa tapoldatban és 100%-o0s sz6161ében

A sz0161¢ tapanyag- és cukortartalma sokkal magasabb, mint a tapoldaté, ezért ez a kozeg
jobban kedvezett az élesztégombak talélésének az illdolajok hatasaval szemben.
Kovetkezésképpen magasabb MIC értékeket figyelhetiink meg a vizsgalat kiértékelésénél.
Tserennadmid (2010) ¢és munkatarsai kutatasainak eredményei ezekhez hasonloak.
Ezekben a vizsgéalatokban sziirt és szliretlen almalében, valamint tapoldatban vizsgaltak
citromolaj hatdsat élesztogombakra. Ezekben a kisérletekben, a tapoldatban megfigyelt
MIC értékek alacsonyabbak, az almalében kapott értékeknél. A malatis tapoldatban a
citromolaj hatasosabb volt az élesztégombak ellen, s a hdkezelés lathatdéan ezt a hatést
erdsitette. Mig szobahOmérsékleten a MIC érték 0,25 mg/ml volt, addig az 55°C-0s
hoékezelés hatasara ez az érték 0,125 mg/ml-re csokkent. Tehat a citromola;j esetében arra
lehet kovetkeztetni, hogy a hokezelés erdsitheti az antiszeptikus hatast, de ezt a szdl6lével

végzett kisérletek nem erdsitették meg (17. tablazat).
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17. tablazat. A citrom illoolaj MIC értékei malatas tapoldatban illetve 100%-o0s sz6161ében

(mg/ml).
Malatas tapoldat 100% szdololé Malatas tapoldat 100% szdol6lé
(25°C) (25°C) (55°C) (55°C)
0,25 0,5 0,125 0,5

A fahéj esetében az el6z0 vizsgalat eredményeivel eltéré eredményeket kaptunk. A
szOlolével végzett vizsgalatok soran a MIC értékek alacsonyabbak, mint a malatas
taptalajjal végzett kisérletek esetében. Mig a malatas taptalajban a MIC érték 0,5 mg/ml
lett, addig a szdldleves vizsgalatok soran alacsonyabb MIC értéket mutattak (0,125
mg/ml). A kisérletek sordn a hdkezelés minden esetben megnovelte az illdolajok

hatékonysagat (18. tablazat).

18. tablazat. A fahéj illoolaj MIC értékei malatas tapoldatban illetve 100%-os szdl61ében

(mg/ml).
Malatas tapoldat 100% Szololé Malatas tapoldat 100% Széléle
(25°C) (25°C) (55°C) (55°C)
0,5 0,125 0,25 0,0625

A fahéj illoolajjal végzett kisérleteknél tehat vilagosan latszik, hogy mar az enyhe
hokezelés is elonydsen befolyasolja az illbolajok antiszeptikus hatdsat. Inouye és
munkatarsai (2007) vizsgalataiban a fahéjolaj minimalis fungicid koncentracio (MFC)
értékét keresték a Trichophyton mentagrophytes ellen 25 °C ¢és 42 °C-on. A hokezelt
mintdkban az MFC érték szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a 25 °C-on vizsgalt

mintdkban. Az sszes tobbi vizsgalt illdolajjal is hasonld eredmények sziilettek.

S. cerevisiae talélése 100%-0s szO161ében

A hokezelt illetve illoolajokkal kezelt szdl6levek eredményeit az 19. tablazat tartalmazza.
Ezekben az esetekben a kezelt mintdk nem tértek el a kezeletlenektdl, tehat onmagéban a

hokezelés és az illdolajos kezelés nem bizonyult hatdsosnak.
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19. tablazat. Az S. cerevisiae sejtszamai (log 10 TKE/ml) 100%-os sz6161ében hékezelést és

illoolajos kezeléseket kdveten.

Kezelés idotartama (perc) Hokezelés  Citrom Fahéj
illoolaj illoolaj

0 (Kontroll) 5,15+0,05 5,65+0,03 5,45+0,04

10 5,17+0,05 5,82+0,02 5,32+0,04

20 5,03+0,02 5,54+0,01 5,18+0,05

30 5,10+£0,03 5,59+0,05 5,50+0,05

A hdkezelést illoolaj hozzdaddsaval kombinalva a citrom a MIC/2 koncentracio kivételével
mindenhol jelentds csiradld hatast tapasztalunk (52. abra).
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52. abra. Hokezeléssel kombinalt citrom illdolaj hatasa az S. cerevisiae talélésére 100%-0S

szOl6lében.

A fahéjolaj és hdkezelés kombinalasa esetében csak a 2 MIC koncentracional figyelhetd
meg jelentdsebb csiraszam-csokkenés. A MIC koncentracional csak 30 perc utan kezdett el

csokkenni a sejtszam, a MIC/2 koncentracid esetében egyéltalan nem figyelhetd meg
csokkenés (53. abra).
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53. abra. Hokezeléssel kombinalt fahéj illoolaj hatasa az S. cerevisiae tulélésére 100%-0S

sz0l61ében.

Ill6olajok és hokezelés hatasa natir szol6levek eltarthatdsagara

Az illdolajok és a hdkezelés kombinalasaval a tarolastol fliggetleniil a natur sz6161é tobb
mint két hétig valtozatlan allapota volt, nem volt megfigyelhetd romlés. Ez bizonyult tehat
a leghatasosabb kezelési mddszernek. A forralas hatasara a sz6161¢ 10 napig maradt friss.
Egyéb modon kezelt, vagy kezeletlen szdlélevek egy héten beliil romlasnak indultak (20.
tablazat).

Az irodalomban fellelhetd hasonlé megfigyelés, példaul Espina és munkatarsai (2011)
kimutattak, hogy ha a citrom, narancs €s mandarin ill6olajokhoz (0,2 pl/ml) hékezelést is
tarsitottak (54 °C/10 perc), szinergista hatas volt kimutathato ¢s jelentdsen tobb E. coli és

L. monocytogenes sejt pusztult el, mint ha a két kezelést kiilon alkalmaztak volna.

20. tablazat. Natur sz6161¢ eltarthatosagi idejének novelése kiillonbozo kezelési €s tarolasi

eljarasokkal. A napok szdma a szemmel lathato romlésig eltelt id6t mutatja.

Szobahomérsékleten tarolt mintak

Kontroll Szobahdmérséklet 55°C 100 °C
Citrom Fahé; Citrom Fahé;j
7 7 7 16 30 10
Hiitve tarolt mintak
Kontroll Szobahdmérséklet 55°C 100 °C
Citrom Fahé; Citrom Fahé;j
3 6 6 36 36 10

107



A kezelési alternativak sorrendje: 55°C + illdolaj > 100 °C > illdolaj > kezeletlen. A
sorrend mindkét tarolasi modszer esetén hasonld, viszont ha Osszehasonlitjuk az egyes
kezelési és tarolasi modszerek kombinacioit, megfigyelhetjiilk, hogy az 55 °C-os ¢és

illéolajos kezelés esetén a hiitve tarolds a kedvezdbb.
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6. OSSZEFOGLALAS
A fert6zott ¢lelmiszerek nagy gondot jelentenek az ipar és egészségiigy szamara, az anyagi

veszteségek mellett a sulyos, akut megbetegedések nagy szazalékaért az ételmérgezések

felelosek.

Az eltarthatosagot noveld tényezdk esetében a régota alkalmazott mechanikai és
kémiai eljarasok mellett nyitni kell az (jabb technologidk és modszerek fel¢, ugyanis az
eltarthatosdgot csokkenté mikrobdk egyre rezisztensebbek a megszokott moddszerekkel
szemben. Emellett a hagyomanyos tartdsitoszerek nem csak a fogyasztok ellenérzését
valtjak ki, de sokszor kellemetlen melléktermékek is keletkezhetnek a hasznalatuk soran.

Jelen dolgozat célja volt megvizsgalni néhany, eldkisérletekben kivalasztott illolaj
és fO Osszetevd antimikrobidlis, anti-biofilmképzd és anti-QS hatdsat ¢lelmiszerromlast
okozo és patogén mikroorganizmusok esetében. A QS mechanizmus tanulmanyozasa soran
bioszenzor torzsek segitségével kimutattuk a folyamatot szabdlyozo jelmolekuldk jelenlétét
kornyezeti izolatumokbol illetve megallapitottuk illdolajaink és f6 Osszetevoik anti-QS
hatasat. Tovabba Osszefliggéseket kerestiink a biofilmképzés és a QS mechanizmus altal
szabalyozott pigmenttermelés kozott. Kisérleteink kitértek az illdolajok élelmiszerekben
kifejtett hatdsara is, kiilonds figyelmet forditva a termékek eredeti izére, illatara,
fogyaszthatosagara.

Ezen célkitlizések alapjan elvégzett vizsgalatok eredményei a kovetkezok:

1. A tesztelt ill6olajok és komponensek mindegyike rendelkezett j6 antimikrobialis és
biofilmképzést gatlo hatassal.

28 tiszta tenyészetet izolaltunk kdrnyezeti mintakbol és ebbdl 27 esetében veégeztiik el a

fajszintli meghatarozasat. A laboratoriumi torzsek mellett az illdolajok és komponenseik

hatasa tesztelésre kertilt a husokrol izolalt Pantoea agglomerans opportunista patogén és a

hasok romlasat okozo Kurthia gibbsonii torzsek esetében is.

A mikroorganizmusok egyéni érzékenységét figyelembe véve altalanossagban
elmondhat6, hogy a laboratériumi torzsek és kornyezeti izolatumok esetében a fahéj
(aromés {6 Osszetevd) és kakukkfli (fenolos f6 Osszetevd) mutattak alacsony MIC
értékeket. A citrom és boroka gyengébb antimikrobialis hatast mutattak. A megvaltozott
Osszetételll majordanna (terpén alkoholok, monoterpének) és kakukkfli (fenolos, aromas
gyliri) esetében 4ltaldban megndtt a gatld koncentraciok értéke. Feltételezhetd, hogy

mindkét esetben az 0j {6 6sszetevd (p-cimén) alacsony antimikrobidlis hatdsa miatt.
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A biofilmképzést illetéen a G-pozitiv laboratériumi baktériumoknal a leghatdsosabb
olaj és komponens a fahéj és fahéjaldehid voltak, kevésbé hatasosnak pedig a citrom és a
boréka bizonyultak. Elesztdgombaknal a limonén volt a leggyengébb f6 Gsszetevs. A
¢élelmiszer eredetli izolatumokra a fahéj és Osszetevéje voltak a leghatasosabbak, kevésbé
gatolt a majoranna és a terpinén-4-ol. Kevert tenyészeteknél a Listeria + E. coli esetében a
kontroll mintakban a Listeria hat nagysagrenddel talnétte az E. coli-t. Illdolajok
hozzaadasaval, gatlodott a Listeria szaporodasa, a sejtszambeli eltérés csokkenni kezdett.
A Listeria + Staphylococcus kevert kozosség esetében a két baktérium erds biofilmeket
Osszetétel kovetkeztében a majoranna és kakukkfii illéolajok mindegyik esetben gyengébb
anti-biofilm hatast mutattak.

Pésztazd elektronmikroszkopos felvételekkel igazoltuk a vizsgélt illbolajok sejtfalat

roncsolo hatasat egyfajos és kevert biofilmek képzése esetében.

2. Kimutattuk QS jelmolekulik jelenlétét élelmiszerekrél izolalt torzsek esetében. Az

illoolajok és f6 komponenseik hatékony QS-gatléknak bizonyultak.
Hosszu szénlanci AHL jelmolekuldkat mutattunk ki csirkemellrdl, paprikarol, retekrdl és
csomagolt salatarol izolalt torzsek esetében, mig a kacsamellekrdl €s egy, csirakeverékrol
izolalt torzseknél inkabb rovid szénlancu jelmolekulakat detektaltunk. Méréseink soran az
izolatumok egyike esetében sem tudtuk kimutatni az AI-2 jelenlétét. A laboratoriumi
torzsek koziil csak a P. anomala feliiluszdja mutatott a pozitiv Al-2 kontrollhoz hasonlo
mintazatot.

A papirkorong diffuzidos modszerrel a citrom és f6 komponense kivételével mindegyik
hatbanyag gatolta a C. violaceum QS rendszerét. Ezzel ellentétben a S. marcescens
esetében csak a fahéj és muskotalyzsalya gatoltdk a folyamatot. Folyadéktenyészetekhez
hozzaadva, mindegyik olaj pigmenttermelést csokkentd hatasa tapasztalhato volt alacsony
koncentraciokban (ng/ml) is.

Osszefiiggést taldltunk a biofilmképzés és QS gatldas kozott, ugyanis a kezelések
csokkentették a C. violaceum pigmenttermelési ratajat és biofilmképzését is. A QS
befolyasolhatta a biofilmeket kialakitdé sejtek letapadasat is, ezt legjobban a fahéj és

komponense altal okozott valtozasok tamasztjak ala.

3. Sikeriilt gatolni a L. monocytogenes biofilmek kialakulasat csirkehuson. Noveltiik a

foldieper, koktélparadicsom és sz6l61é eltarhatosagat illoolajok hozzaadasaval.
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[ll6olajos pacolast kdvetden, a kakukkfii és timol gatoltak a L. monocytogenes biofilmek
kialakulasat a husok feliiletén. A kakukkfiivel és timollal pacolt mintaknal kellemes,
fliszeres izt tapasztaltunk, amely harmonizalt a hus iz vilagaval.

A citrom illoolajos gOztér novelte az eprek eltarthatosagot, 1-2 nappal késobb
jelentkezett a romlds a kontroll mintakhoz képest.

Koktélparadicsomok esetében a kontrollhoz képest 4-8 nappal késobb jelentkeztek a
fert6zés. Iziiket tekintve, a jellegzetes iz mellett, enyhén fiiszeres aromat tapasztaltunk,
amelyet kellemesnek itéltek az érzékszervi biralok.

A citrom illdolaj esetében magasabb, mig a fahéjnal alacsonyabb MIC értékeket
figyelhetiink meg 100% sz6l6levekben, mint malatas tapoldatban. Az enyhe hdkezelés

minden esetben megndvelte az illdolajok hatékonysagat.

A kutatasi program eredményeként 0j informacidkkal boviiltek ismereteink az illdolajok
antimikrobidlis, anti-biofilmképzd és anti-QS hatésair6l. Ezek mellett tudomast szereztiink
¢lelmiszerekben kifejtett tartositd hatdsaikrol is. Munkank sorén hat illoolajat és ezek 6
komponenseit vizsgaltuk, mint potencialis élelmiszertartositot kilenc, élelmiszerromlast
okozo tipustorzs €s két élelmiszerekrdl izolalt mikroba életfolyamataira kifejtett hatdsuk
altal. A rezisztens biofilmek kialakulasat befolyasold sejt-sejt kommunikacio
megzavarasaval kimutattuk ezen illdolajok hatasanak sokoldalusagat és uj védekezési
lehetdségeket tartunk fel a biztonsigos élelmiszerekért zajlo harcban. Elelmiszereken
kifejtett hatasuk esetében sikeriilt olyan koncentracidkat talalni, amelyek antimikrobialis
hatasuk mellett kellemes, fiiszeres izt kdlcsondznek a termékeknek. Eredményeink alapjan
a tesztelt illoolajok alkalmazhatéak a biofilmképzés ¢és sejt-sejt kommunikécid
folyamatainak gatlasara valamint nyers csirke hus, koktélparadicsom, eper és sz6ldlevek
eltarthatosdgi idejének novelésére is. Tudomasunk szerint elsdként teszteltilk ezen hat
illéolaj P. anomala biofilmképzésére kifejtett hatasat, anti-QS aktivitasat a S. marcescens
pigmenttermelésére ugy szilard, mint folyadéktenyészetekben, valamint elsoként

alkalmaztuk a majoranna illdolajat nyers csirkehtis pacolasara.
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7. SUMMARY

High quality and safe foods are one of the cornerstones of our society. Food manufacturers
need to keep up to date, to be in terms of production technologies and compliance with
food safety rules. Contaminated foods pose a major concern for health and food poisoning

Is responsible for several acute diseases.

For extending shelf-life the manufacturers should be open-minded and besides mechanical
and chemical methods the development of new strategies is needed. In addition to
conventional preservatives they do not only trigger consumer aversion, but often
unpleasant by-products can arise. Many investigations have been made in order to be able
to at least partially replace chemically synthetized preservatives with natural materials.

It must be taken into consideration that most of the microorganisms can form biofilms.
There is also communication between the biofilm forming bacteria, this mechanism is
called quorum sensing (QS). This process regulates cell adhesion and the development of
microcolonies. Detailed mapping and understanding of these mechanisms may be the key
to more effective food preservation processes.

Essential oils are aromatic hydrophobic liquids originated from plant material. They can be
obtained by steam distillation or extraction. Most of them have GRAS (generally
considered to be safe) and FA (food additives) status thus can be used safely in foods.

The present study aimed to examine the effect of essential oils on the biofilm formation of
food spoilage and pathogenic microorganisms. Mono- and mixed communities were also
studied. Essential oils have a lot of components, and in many cases the main antimicrobial
effect is owned to the major component. Therefore we investigated the effect of major
components as well on these processes.

Knowledge of the mode of action of essential oils is the key to successful development of
disinfection procedures and increasing shelf-life. We examined the effect of essential oil
and major components for mono-, and mixed biofilm communities using electron
microscopy. Regarding QS we used biosensor strains to determine the anti-QS effect of our
essential oil and the main components Also, we looked for correlations between pigment
production controlled by QS and biofilm formation. The production of signal molecules by
isolates from food was also investigated. We tested the effect of essential oils in real foods
as well, with particular attention to original taste, odour and edibility of the products.

The results of the assays performed by the objectives are as follows:
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1. All essential oils and components had good antimicrobial and anti-biofilm forming
effect.

At the beginning of our experiments we isolated 28 pure cultures from the food samples

and 27 were subjected to sequencing. Besides laboratory strains the effect of EOs and

components was also tested in case of two isolates: the opportunistic pathogen P.

agglomerans and the meat-spoiler K. gibbsonii.

In case of laboratory strains and isolates cinnamon (aromatic major component) and
thyme (phenolic major component) EOs and their main components had the lowest MIC
values. For yeasts these values were lower than 1 mg/ml. Lemon and juniper EOs
contained monoterpenes as major components and this could be the reason for their lower
antimicrobial effect. The composition of marjoram and thyme changed after a stock update
in 2015. In both cases the major component changed to p- cymene and this resulted in
higher MIC values for these oils.

In case of biofilm formation for G-positive bacteria the most effective oils were
cinnamon and cinnamaldehyde, less effective was lemon and juniper. Environmental
isolates were sensitive to cinnamon as well; marjoram and terpinene-4-ol had no
significant effect. Yeasts were less susceptible to limonene.

In mixed-cultures of Listeria and E. coli, Listeria overgrew E. coli but after adding
EOs to the culture, Listerial growth was inhibited and the difference in cell numbers was
reduced. Mixed cultures of Listeria and Staphylococcus were more resistant; only high
concentrations of EOs reduced their formation. The change in the composition of
marjoram and thyme resulted in a less effective anti-biofilm forming effect.

We confirmed the destructive effect of EOs on the cell wall of bacteria in mono- and
mixed culture biofilms with scanning electron microscopy. SEM images demonstrated the
well known effect of EOs described in the literature. They exhibit antimicrobial effect by
damaging the cell wall and cell membrane. Compared to the untreated samples where three
dimensional, mature biofilms were visible, in the treated ones damaged cells, EPS without

cells and small microcolonies were observed.

2. We demonstrated the presence of AHL signal molecules from bacterial isolates.
EOs and components resulted to be good anti-QS agents.
Long chain AHL signal molecules were produced by bacteria isolated from chicken meat,

paprika, horse radish and packed salad. Short chain AHLs were detected from duck meat
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and germ mixture. We could not detect Al-2 signal molecules from our isolates, only P.
anomala laboratory strain showed signs of Al-2 production.

Using paperdisc diffusion assay we demonstrated that besides lemon all EOs and
components had good anti-QS effect. In case of S. marcescens in most cases only growth
was inhibited. The anti-QS effect of the oils was higher in liquid cultures in addition to a
constant cell number even at low concentrations for both of the biosensor strains. This
suggests that the oils interfere with the QS system.

We found a link between QS and biofilm formation; our treatments reduced both the
pigment production and biofilm formation of C. violaceum. Also, it seems that QS plays an
important role in the attachment of cells to surfaces, this is supported by results obtained

with cinnamon EO.

3. With the aid of EOs we inhibited the formation of L. monocytogenes biofilms on
chicken meat and increased the shelf-life of strawberries, cherry tomatoes and
grape juice.

After marinating with EOs, thyme and its major component thymol inhibited biofilm

formation of L. monocytogenes; this inhibition was more successful in marinating

solutions. Pretreatment with washing of the meat did not influence total germ counts. On
the contrary, Listerial cell numbers grew in the pretreated samples after 24 hours. This
could mean that an antagonist was present on the meat which was removed by washing.

The taste and odour of samples marinated with thyme and thymol was similar to the

control samples; the spicy taste harmonised with the flavour of the meat.

Strawberries treated with lemon vapour remained fresh 1-2 days longer than the
untreated samples. The disc can be removed after 24 hours without decreasing the shelf-
life elongation effect. The taste and odour of the fruits was not negatively influenced by the
EO.

Using 20ul/1 thyme EO we increased the shelf life of cherry tomatoes with 4 days, as for
40ul/l concentration this time was increased with 8 days. The taste and odour of the
vegetables was spicy and pleasant.

We detected higher MIC values for lemon in grape juice than in MEA broth but these
were lower in case of cinnamon. Mild heat treatment increased the effect of EOs in all

cases.

114



As a result of the research program we expanded our knowladge about essential oils and
their antimicrobial, anti-biofilm forming and anti-QS effect. In addition, we have become
aware of their preserving effect on specific foods as well. We examined six EOs and their
main components against the biofilm formation of nine laboratory strains that cause food
spoilage and two strains isolated from foods. By disturbing cell-to-cell communication that
influences the formation of resistant biofilms we showed the versatility of these essential
oils and we presented new posibilities for the production of safe and healthy foods. We
found concentrations with good antimicrobial effects and spicy, pleasent flavor to the
products. Based on our results, the tested essential oils can be used for inhibition of biofilm
formation and cell-cell communication processes. They can also increase the shelf life of
raw chicken meat, cherry tomatoes, strawberries and grape juice. To our knowledge, this is
the first study that tested the effect of these essential oils on P. anomala biofilm formation,
on the QS of S. marcescens in solid as in liquid culture, and the preserving effect of

marjoram essential oil by marinating of raw chicken meat.
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