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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Egy régi gondolatot idézett Szent-Gydrgyi Albert, amikor is a vizet nem mésnak, mint az ,,élet
matrixanak™ nevezte (Ball, 2008). A viz ugyanolyan alapvetd épitdpillére az életnek, mint az
oxigén a szarazfoldi allat szamara. Elmondhat6, hogy a legtobb szarazfoldi allatnak tébb, mint
70 tomegszazaléka vizbdl all (Arlian, 1992). Az emberi test tekintetében ez pontosabban 50-
70% kozotti tomegszazalékra tehetd. A ndk esetében alacsonyabb viztartalommal rendelkezik
a szervezetiik (50%), férfiak esetében ennél valamennyivel tobb (60%) (Radd, 2011). Az emberi

szervezet szamara elengedhetetlen a megfeleld vizbevitel biztositasa.

Az eldobhaté miianyag vizes palackok (PET) haszndlata nagymértékben hozzajarul a
kornyezetszennyezéshez és a globalis felmelegedéshez az utobbi évtizedekben. A mar kitiritett
palackok jobb esetben a hulladékgytijtokbe keriilnek, rosszabb esetben kommunalis
hulladéktarolokba, amellyel a palack élettartama csak a benne levo folyadék elfogyasztasaig
tart. Ezek egylittesen vezettek ahhoz a kampanyhoz, hogy a mar felhasznalt miianyag palackok
ujrafelhasznalhatd ivovizes palackként funkciondljon (Amadi és munkatdrsai, 2020). Ezt
kovetden pedig a piacon megjelentek a rozsdamentes acélbdl, iivegbdl, kiilonbozd
milanyagokbdl (polikarbonat, polipropilén) késziilt palackok is a kdrnyezettudatosabb vasarlok

szamara.

A kornyezettudatossdg mellett fontos, hogy a viz megfeleld6 mindségli legyen. A
Magyarorszadgon a hatalyban levd rendelet szerint csak az mindsiilhet ivoviznek, amely nem
tartalmazhat olyan meghatarozott koncentracidban vagy mennyiségben mikroorganizmust,
parazitat, kémiai, fizikai vagy radioldgiai anyagot, ami az emberi szervezet szamara és
egészségre veszélyes potencialis veszélyt (5/2023. (I. 12.) Korm. rendelet). A vizben
természetesen eloforduld mikroorganizmusok képesek a palackokban planktonikus formdban,
valamint feliiletiikon biofilm formaban tulélni. Azonban a kézvetlen palackbol valo fogyasztas
eredményeképpen a szijban eléforduld mikroorganizmusok a palack belsd feliiletére
kertilhetnek, amelyek akar lehetnek patogén eredetliek is. Emiatt tobb kérdés is felmeriilhet:
vajon az ujrafelhasznalas miatt a szajbol szarmazo mikroorganizmus képes megtapadni és
biofilmet képezni? Milyen mértékben befolyasolja a palack anyaga a biofilm képzddését? A
palack idonkénti tisztitdsa, hogy befolyédsolja a biofilmet? Mely tisztitdsi modszer lehet a

leghatékonyabb a mddszer?



A fenti kérdések révén valasztottam diplomamunkdm témadjaul a rozsdamentes palack belsd
felilletén, szajiiregb6l  szarmazoé  baktériumok  altal  kialakitott  biofilmképzddés
nyomonkovetését. A vizsgalat célja volt annak megallapitasa, hogy a palack belso feliiletén
képes-e az eredetileg a sz4jbol szarmazod mikroorganizmus biofilmet képezni és milyen
mértékben képes elszaporodni. A vizsgalat emellett kitért arra is, hogy egy adott tisztitasi
modszer, hogy befolyésolja a palack belsejében kialakult biofilmet, vagyis milyen mértékben

hatékony a biofilm eltavolitasara.
A kittizott céljaimat a kdvetkezd modszerekkel €s kisérletekkel kivantam elérni:

= 12 darab palack (melynek tartalmat korabban kozvetleniil a palackbol ittak ki kiilonb6z6
személyek) sz4jar6l mintatamponnal vett minta kitenyésztése szdjiiregb6l szarmazo
mikroorganizmusok izolalasa érdekében

= A Kkitenyésztett ismeretlen mikroorganizmusok azonositisa MALDI-TOF MS
(Matrixszal segitett 1ézer deszorpcids ionizacid — repiilési id6 analizdtor) berendezés
segitségével.

= Az azonositott mikroorganizmusok koziil, szakirodalmi kutatas alapjan kivalasztani
azokat, amelyek biofilmet tudnak képezni.

= A kivélasztott mikrobdk biofilm képzésének nyomon kdvetése modell rozsdamentes
acél -és polipropilén feliileten.

= Azizolalt mikrobdk és kordbban hasonlo kisérlethez hasznalt Pseudomonas aeruginosa,
Acidovorax delafieldii biofilm képzésének a nyomon kdvetése €s Osszehasonlitidsa
kereskedelemben kaphat6 rozsdamentes acél palacknak a belsejében.

= Tisztitasi médszerek hatékonysaga a biofilmmel szemben

» A rozsdamentes acél palackok biofilmképzddés eredményeinek Osszehasonlitdsa mas

kutatasokbol szarmaz6 miianyag palackokkal végzett vizsgalatok eredményeivel.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az Gjrafelhasznalhat6 ivopalackok jelentésége

A palackozott viznek az eldallitasa és fogyasztasa hozzajarul olyan sulyos problémakhoz, mint
példaul az éghajlatvaltozas, vizszennyezés és az aszalyok. Ezéltal egyre nagyobb jelentdségii
globalis problémava fokozodik. Egy liter palackozott viz eléallitasahoz atlagosan 3 liter vizet
hasznalnak fel. Tovabba a palackozott vizek eldallitasahoz tébb, mint 1000-2000 -szer tobb
energiara van sziikség a csapviz eldallitasahoz képest (Geerts et al., 2020), amivel a hétkdznapi

fogyasztok valosziniileg nem voltak (esetleg jelenleg sincsenek) tisztaban.

A csomagolas anyagat tekintve az eldobhato palackok polietilén-tereftalatbol (PET) késziilnek
(Benavides et al., 2018). Ez a milanyag erds ¢és tartos kémiailag, valamint rendkiviil hdstabil. A
gazeresztOképessége alacsony, tovabba konnyen feldolgozhatd és kezelhetd. Ezeknek a
tulajdonsagoknak koszonhetden szinte egyediilallo kombinacidja teszi a PET-et nagyon keresett
anyaggd. Ez a stabilitds jarul hozza ahhoz, hogy rendkiviil ellendllé a kdrnyezeti bioldgiai
lebomlassal szemben is. A természetben koriilbeliill 500 évig is eltarthat, mig lebomlik.
Kiilondsen latvanyos a felhalmozodésa a tengeri, szarazfoldi teriileteken (Orset et al., 2017).
Ez pedig az ott dshonos/éld allatok életkoriilményeit veszélyeztetni, mert a tobbi szeméttel

egyiitt élelemnek gondoljak és elfogyasztjak, amely az allat elpusztulasahoz vezethet.

A globalis miianyagtermelés 2022-ben elérte a 400,3 milli6 tonnat, ami tobb mint 200-szorosa
az 1950-es 1,5 milli6 tonnanak. Eurdpéra lebontva 2021-ben a miianyag termelés 57,2 millio
tonna volt. A milanyag csomagoloanyagok koziil a PET (polietilén-tereftalat) az egyik
legfontosabb anyag az ivopalackok gyartasahoz. Az 1. dbran a PET palackok iranti igényének
megbecsiilése lathatd 2040-ig. 2022-ben 328 ezer tonna PET palackot értékesitettek. A BAU
(Business-as-usual scenario) - mely azt vizsgalja, hogy a népesség, a gazdasag, a technologia
¢és az emberi viselkedés jelenlegi tendenciainak folytatoddsa milyen kdvetkezményekkel jar -
szerint a palackok iranti igény folyamatosan novekedni fog. A becslések szerint elérheti a 434
ezer tonnat 2030-ra, 2040-re akar az 542 ezer tonnat. A pesszimista (S1) €s a mérsékelt (S2)
forgatokonyv szerint a palackok iranti kereslet ugyan enyhén csdkkeni fog a BAU-hoz képest,
de tovabbra is ndvekvo tendencidt mutat. Az optimista (S3) forgatokonyv viszonylag allando
tendenciat jelez eldre. A legbizakodobb az S4 forgatokonyv, mely az egyetlen, ami csokkend
tendenciat jelez. Amennyiben ez a tendencia kdvetkezne be, csokkenne a PET palackok okozta

kornyezetszennyezés (Lee et al., 2024).



1. abra: A PET palackok varhato fogyasztasi igénye forgatokényvenként 2040-ig.
(Forras: Lee et al., (2024) alapjan)
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Geerts és munkatarsai (2020) megallapitottdk, hogy a csapviz elénydsebb az erdforras-
haté¢konysdg szempontjabol, mivel kiillondsen nagy kornyezeti hatassal jar a palackok
eldallitasa. Megemlitették Ok is, hogy a legtobb egyszer hasznalatos palack miianyagbol,
polietilén-tereftalatbol késziil, amelyet fosszilis tiizeldanyagokbol nyernek ki. Hamade és
munkatarsai (2020) is arrél szamoltak be, hogy minden egyes percben vilagszerte megdobbentd
mennyiségli miianyag PET palackot hasznalunk fel. Azonban az Gjrahasznositott palackok csak
a toredékét teszik ki a fenti szamoknak, mivel a vildg napi mintegy 1 milliard darabra becsiilt
egyszer hasznalatos PET palackjainak a nagy része nem keriil Gijrahasznositasra. Siddiqui €s
munkatarsai (2016) megallapitottak, hogy 2016-ban a globalis miianyagtermelés mintegy 11%
-a keriilt az édesvizi kornyezetbe és ez 2030-ra eldrelathatéoan 53 milli6 tonnara emelkedik éves

szinten.

Mivel a vilag novekvd népessége egyre tobb élelmiszert igényel, ennek eredményeképpen
Europaban is a csomagolasi hulladékok, azaz palackok, dobozok, folidk ndvekvod
mennyiségéhez vezet. Ennek eredményeképp az Eurdpai Bizottsag kotelezi a tagallamokat a
hulladékgazdéalkodas harmonizalasara és a hulladékhierarchia nemzeti szabalyozéasban torténd
megvalositasara. Ez azt fejezi ki, hogy a hulladékkeletkezés megeldzését, az Gjrahasznalatot és
az anyagaban torténd ujrahasznositas kell eldnyben részesiteni az égetéssel vagy a

hulladéklerakassal szemben (Simon et al., 2016).

Az Egyesiilt Allamokbeli EPA (Environmental Protection Agency) becslése szerint, ha egy

személy minden egyes alkalommal egy liter palackozott viz helyett csapvizet fogyaszt, akkor
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évente 0,414 tonna CO; felhasznalasat takarit meg. Ha az egész Egyesiilt Allamokban mindenki
igy tenne, akkor éves szinten 126 tonna CO»-t spérolna meg, ami nem keriilne a kornyezetbe.
Ennek érdekében orszagszerte kampanyt inditottak el a kdrnyezetbaratabb, ijrahasznalhat6
vizes palackok hasznalata érdekében. Az id6 eldérehaladtaval az wjrahasznalhaté palackok
kornyezetvédelmi ¢és gazdasagi szempontbdl is kedvezébbek. Nem titok viszont, hogy az
ujrahasznalhatd vizes palackok eldallitasahoz tobb energidra van sziikség. Vegylink egy 300
grammos rozsdamentes acél palackot példanak. Ennek a palacknak az eldallitasa hétszer tobb
fosszilis tiizeldanyagot igényel, valamint tizennégyszer tobb liveghazhatast gazt bocsat ki, mint
egy normal 32 grammos milanyag palack. A 2. abra szemlélteti, amennyiben nem egyszer
hasznalja az illetd, akkor id6vel megtériil ez az energiabefektetés. A fém és a miianyag palack
eldallitasahoz sziikség van kozel 50-100 liter vizre, azonban, ha naponta hasznalatban van a
palack a 10. nap kornyékén mar megtériil az eldallitdsdhoz felhasznalt viz. Ellenben a PET
palackokkal, ahol is a felhasznalt viznek a mennyisége naprol napra nd, mivel minden nap 1j
palackbol fogyasztjak a vizet vagy az adott folyadékot (Chudwick et al., 2013; DiNicolantonio
et al., 2022). Ezeknek a palackoknak a hasznalata nagy népszeriiségnek orvend a sportolas,

iskola, munka vagy utazas kozben.

2. dabra: A kiilonbozo anyagu palackok eléallitasahoz felhasznalt viznek az idébeli megtériilése
(Forras: DiNicolantonio et al., (2022) nyoman)

A kiilénbo6zé anyagu palackok eléallitasahoz
felhasznalt viznek az idébeli megtériilése
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Napjainkban a kornyezetbe keriil6 eldobhatdo palackok csokkentésének érdekében tehat
tobbféle tipusu palack vagy kulacs koziil valaszthatunk. Késziilhet példaul iivegbdl, fémbdl
(rozsdamentes acé¢l, aluminium), vagy mianyagbol (kopoliészter, polietilén, polikarbonat,
polipropilén) is. Ezeknek a palackoknak kdszonhetden nem csak a kdrnyezetnek tesziink jot, de
a pénzt is meglehet takaritani (Liu és Liu, 2017). Biztonsagosabbnak tekinthetdek, mivel

ezekbdl nem tud kioldodni mikromiianyag, mint példaul a PET palackokbol. Tovabbi elénye



még, hogy ezzel 6sztondzve van a vizfogyasztas, igy a napi megfeleld mennyiség bevitele a

szerveztebe egyszeriibben kivitelezhetd, ha mindig magunknal hordjuk a palackot.

Tabaco €s munkatarsai (2018) 6sszehasonlitottak a miianyag és rozsdamentes acélbol késziilt
palackokat tulajdonsaguk szerint. A legidealisabb anyag az élelmiszeriparban a rozsdamentes
ac¢l, mivel ez a feliillet konnyen tisztithatd, tartdés és nem repedezik, mint més anyagok a
muanyag. Ezen felill a rozsdamentes acélbol késziilt targyakrol ismert, hogy antimikrobalis
tulajdonsagokkal rendelkeznek, viszont id6vel a palackok a fertétlenitdszerek hasznalata miatt
korrodalodhatnak. Ezzel ellentétben a miianyagok pordzusabbak ¢€s hajlamosak a repedezésre.
A repedések kitlind menedéket szolgaltatnak a mikroorganizmusoknak, hogy megtelepedjenek
¢s elszaporodjanak. A miianyag mellett szol, hogy koltséghatékonyabb az eléallitasuk Bar az
ujrahasznalhatd vizes palackok haszndlata eldnydsebb a kornyezet szdmadra, figyelembe kell
venni azt a szempontot is, hogy a felhasznalok vajon mennyire kdvetkezetesek a higiéniai
gyakorlat szempontjabol, mennyire ligyelnek a palackok tisztitdsara és ilyen moédon sajat

egészségiikre.

2.2. Az yjrafelhasznélhat6 palackok mikrobiologidja

Egyre népszeriibbek az ujrahasznalhatd palackok, de a fogyasztok rendszeresen Ujratdltik a
palackokat anélkiil, hogy megfeleld figyelmet forditananak a tisztitdsukra. Ebbdl kovetkezik
az, hogy emiatt a palackok potencialis szennyezddési forrast jelentenek. Tovabb fokozza a
kockazatot példaul a palackok rossz kialakitasa és az anyaghasznalat is. Abban az esetben, ha
példaul a kialakitast j0l megoldottak, az megkdnnyiti a palacknak a megfeleld tisztitasat. Ide
sorolhaté a széles palack sz4j kialakitas, annak érdekében, hogy kdnnyen hozzaférhetd legyen

a palack belseje (Sun et al., 2017).

Az Gjrahaszndlhat6 ivovizes palackok folyamatosan nedvesek és konnyen szennyezddhetnek a
felhasznal6 kezén és szajan keresztiil. Ennek kovetkeztében konnyen megjelenhetnek rajta azok
a mikroorganizmusok, amelyek a sz4j vagy esetleg a bOr normal mikrobidlis florajabol
szarmaznak. A palack kornyezete idedlis kozeget biztosit a baktériumok taléléséhez és
elszaporoddsdhoz. Ezt tovabb fokozza az, hogy éaltalaban ezeket a palackokat
szobahdémérsékleten (21°C) taroljuk, sét a nyari idészakban ez a hémérsékleti érték joval
magasabb lehet, ami még inkabb kedvez bizonyos baktériumok szaporodasanak (Amadi et al.,

2020).

Azokrol a felhasznaldkrol, akik hasznaljdk az Wjrahasznalhatdo vizes palackokat,

altalanossagban elmondhat6, hogy tisztdban vannak azzal, hogy a nem megfeleld higiéniai
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gyakorlat kockazatot jelenthet, példaul a baktériumok elszaporodasdhoz vezethet. Nem all
rendelkezésre elegendd informacid azonban ahhoz, hogy valéban bebizonyosodjon milyen
sulyos egészségiigyi veszElyt jelenthet ez, még akkor is, ha a felhasznalok altalaban tobb
honapig vagy éveken keresztiil naponta hasznaljak a palackokat (Tabaco et al., 2018; Liu ¢és
Liu, 2017). Emellett a felhasznalok azt gondoljak, hogy elegendd a palackot egyszeriien a
mosogatdgépbe tenni, pedig ez nem minden esetben megfeleld eljaras. Egyrészt nem minden
palack helyezhet6 mosogatogépbe, masrészt a palack szajanak az atméréje nem biztos, hogy
megfeleld ahhoz, hogy a viz és a tisztitészer elegendd mennyiségben keriiljon a palack

belsejébe, és kifejtse a hatdsat a mosogatas soran (Sun et al., 2017).

Amadi és munkatarsai (2020) szerint a mikroorganizmusok a higiéniai intézkedések, mint
példaul a mosogatoszerrel és vizzel torténd mosogatas vagy antimikrobdlis szerrel torténd
fertdtlenités esetén is tovabb fognak novekedni. Ez ahhoz fog vezetni, hogy felhalmozddnak a
palackokban, ami pedig biofilmek kialakuldsat fogja eredményezni. Ezek a matrixok, vagyis a

biofilmek gatolhatjak a fertdtlenitdszerek antimikrobalis hatasat.

Liu és Liu (2017) kisérletet végeztek egy szingapuri gyermekgondozoban. A vizsgalatban 30 -
2 és 7 éves kor kozotti - gyerek vett rész, akiknek az ujrahasznalhatd ivovizes palackjait
elemezték a baktériumtartalmukat illetéen. A palackok tobbnyire kopoliészter, polipropilén
vagy polietilénbdl késziiltek. Megemlitették, hogy Szingapurban elterjedt ez az
ujrahasznalhatd palack, és altaldban forralt csapvizet haszndlnak az ujratoltésiikhéz. A
tanulmanyban megallapitottak, hogy az aerob heteotr6f baktériumtartalom nagyon magas a
palackokban (0 - 2,4x10° TKE/ml), a gyerekek palackjaiban atlagosan 3,4x10* TKE/ml a
felndttekében koriilbeliil 7,5x10* TKE/ml koncentracioban mutattak ki baktériumokat A kettd
kozti eltérés a palackok kialakitasabol adodhat. A gyermekek altal hasznalt palackok legtobbje

szivoszallal ellatott, igy kisebb az esélye annak, hogy kozvetleniil érintkezik a szajuk a vizzel.

Tabaco és munkatérsai (2018) vizsgélatukban a baktérium szaporodast vizsgaltak a kisérletben
résztvevo alanyok rozsdamentes acél vizespalackjaiban. Tanulmanyukban arra is keresték a
valaszt, hogy mégis milyen gyakran kell ezeket a palackokat tisztitani. A felmérésiikben 29
alany vett részt, a nemi eloszlas a kovetkezd volt: 69% -ban ndk és 31% -ban férfiak, akiknek
a 97% -a 20-29 év kozotti életkorban volt. Az alanyok 52% -a az otthonukbdl tolti bele a vizet
a palack, és koriilbeliil a 24% -a naponta 1-3 alkalommal tolti Gjra a palackot. A résztvevok
79% -a csak vizzel tolti meg, néhanyan gyiimdlcslevet és fehérjeport is fogyasztanak beldle. A
tisztitdsi modszereket tekintve a mosogatoszeres vizes Oblités a leggyakoribb (69% ¢és a
gyakorisagot tekintve a legtobben hetente (59%) tisztitjak csak a palackot. A 3. 4bra a
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mikrobaszam ¢€s a tisztitdsi gyakorisag kozotti 0sszefiiggést mutatja be. Huszonnégy oras
inkubaciot kdvetden a naponta tisztitott palackok belsd feliiletérdl kimutatott mikrobaszdm 162
TKE/100cm?, az 1, 2, 3 hetente, vagy csupan havonta tisztitott palackok esetén a mikrobaszama

429 TKE/100cm? volt. A 72 éras inkubécio eredményei is azt tiikrozik.

3. abra: A palack tisztitasi gyakorisaganak és a palack belsé feliiletének szennyezettsége kozotti 6sszefiiggés
(Forras: Tabaco et al., (2018) nyoman)

Az 1 napon beliil és 1 honapon beliil
megtisztitott palackok 6sszes baktériumszama
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A 4. dbran a tisztitasi modszer és a mikrobaszam kozotti sszefiiggés meglepd eredményt adott:
a normal csapvizzel torténd 6blités esetén a 24 6ras inkubacié utan 234 TKE/100cm?, mig a
mosogatoszeres vizes esetén 252 TKE/100cm? volt. Ebben az esteben a mosogatdszeres tisztitas
semennyivel sem volt hatékonyabb. A 72 06ras inkubaciét kovetden azonban mar
hatékonyabbnak tiint a normal csapvizes tisztitasnal, mert kdzel 200 TKE/cm?-vel kevesebb
mikroba fejlédott ki, de a fliggetlen mintak T-tesztje alapjan nem volt szignifikans kiilonbség a
vizzel torténd Oblités €s a mosogatoszerrel €s vizzel torténd tisztitas kozott. (Tabaco et al.,
2018).

4. abra: Palack tisztitas modszerének hatasa a palack belsd feliiletén mérheté mikrobakoncentraciora.
(Forras: Tabaco et al., (2018) nyoman)
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Sun és munkatarsai (2017) azt kutattak és vizsgaltak, hogy mennyire tisztak az Gjrahasznalhato
vizes palackok és hogyan befolydsolja a szennyezettségi szintet a palackok hasznalata. A
kisérletben 90 palackot (65 db kemény miianyagbo6l, 12 db puha miianyagbol, 10 db fémbdl és
3 dbiivegbdl késziilt). A 1. tablazatban jol kivehet6 a palackok kiilsejére fokuszalo vizsgalatbol,
hogy a fém esetén volt a legalacsonyabb ¢és a legmagasabb érték is egyben. A
biolumineszcencian alapulé ATP-kimutato teszt gyartoja szerint a feliilet akkor tiszta, ha < 10
RLU (relative light units, relativ fényegység) érték kozott van, 11-29 érték kozott nem
megfelelden tisztitottnak tekinti. gy megallapithatd, hogy mindegyik minta szennyezettnek

mindsiilt.

1. tablazat: A palack anyagdnak hatdsa a palack kiilsé szennyezettségeére biolumineszcencian alapulo ATP kimutatads
modszerével mérve
(Forras: Sun et al., (2017) nyoman)

ATP-értekek RLU-ban kifejezve
Palack anyaga n _
Atlag | Standard eltérés | Minimum | Maximum
Uveg 3 281.70 66,11 211 342
Kemény miianyag 65 375.70 351,70 43 2165
Puha miianyag 12 391.10 258,10 47 1034
Fém 10 732.90 789,50 32 2510

A 2. tdblazat tartalmazza a kiilonbozd italok és a baktériumok koncentracidja kozti
Osszefliggést. A valaszadoka fent emlitett kisérlethez hasonldan szintén vizet fogyasztanak
legtobbszor (81,82%) a palackokbol. A vizsgalt személyek 18,18% -a kavét, teat,
energiaitalokat ¢és egyéb italokat fogyasztottak. Emiatt az 0Osszes mikrobaszam és
kolibaktérium- értékek szignifikdsan magasabbak voltak, mint a normal vizzel toltott

palackokban (Sun et al., 2017).

2. tablazat: Osszes mikrobaszam alakuldsa kiilonbozd folyadékok esetén a palackokban (viz, egyéb: kavé, tea, energiaital) Az
elmult 7 napban a palackokban fogyasztott italoknak a hatdsa.

(Forras: Sun et al., (2017) nyoman)
Rész- | Osszes mikrobaszdm eredmény /ml értékben kifejezve | Koliform
Ital n arany i Standard o N P- . )
tla n. ax. - érté
(%) ¢ eltérés érték
1,44 x
Viz | 72 | 81,82% | 7,07 x10° - <l 6,63x 10 *
0,02 | <0,01
2,10bx
Egyéb | 16 | 18,18% | 5,54 x 10° 106 4 8,03x10°




Végeredményben a palackok feliilete mikrobdk és ezaltal fert6zések forrasa lehet. Ennek
mértékét a palack anyaga befolyéasolhatja. Az liveg kiils6 feliiletén a legalacsonyabb a szerves
maradvanyok értéke. Ez annak kdszonhetd, hogy az iiveg a legkevésbé porodzusabb és konnyen
tisztithato, elonye még a miianyaggal és fémmel szemben, hogy attetszo, igy a szennyezddés
konnyen észrevehetd (Sun és munkatarsai, 2017). A legjobb valasztas, igy az ivegbol késziilt
palackok lehetnek. A fém palackokat nézve viszont tartosabbak és ellenallobbak az tiveggel
szemben, ami a napi haszndlat szempontjabol kedvezdbb. Abban az esetben, ha fém feliilete
mikrokarcolasoktol mentes a mikroorganizmusok nem tudnak megbujni a karcokban. A
milanyag a legkevésbé praktikus vélasztis, mivel ez a legporozusabb a fémhez és liveghez
képest, igy a szerves maradvanyok konnyebben megtapadhatnak ¢és ez a

mikroorganizmusoknak tokéletes életteret tud biztositani.

2.3. A biofilmek

A mikrobiologia torténetének legnagyobb részében a mikroorganizmusokat elsdsorban
planktonikus, szabadon lebegd sejtekként jellemezték, és a tdpanyagban gazdag taptalajon
torténd novekedési jellemzoik alapjan irtdk le. Azonban Van Leeuwenhoek egyszeri
mikroszkopjaival el0szor figyelt meg mikroorganizmusokat a fogak feliiletén, és neki
tulajdonithato a mikrobidlis biofilmek felfedezése. Ezaltal 6 irta le el6szor azt a mikrobioldgiai
jelenséget, miszerint a mikroorganizmusok a szabad feliiletekre tapadnak és ott altalanosan
novekednek (Donlan, 2002). Ma mar széles korben elismert tény, hogy a természetes
kornyezetben a baktériumsejtek leggyakrabban feliiletekhez és hatarfeliiletekhez szorosan
kapcsolodva, tobbsejtli aggregdtumok formdjaban taldlhatok meg, amelyeket altalaban
biofilmnek neveznek. Ez a tobbsejtliségre vald hajlam a baktériumsejteket sok mas €ldsejt-
tipushoz teszi hasonlova: képesek egysejtii 1étre, mégis altalaban tobbsejtii kozdsségekben
élnek. A biofilmek szamos eldnyt kindlnak a benniik €16 sejteknek, amelyek koziil az egyik
legfontosabb a kdrnyezeti artalmakkal és tdimadasokkal szembeni védelem (Branda et al.,2005).
A mikrobidlis biofilmeket altaldban haromdimenzids struktiraban kialakult helyhez kotott
mikrobidlis kozosségekként hatarozzdk meg, amelyek prokaridta és/vagy eukariota sejtekbdl
allo tobbsejtli kozosségekbdl allnak, és legalabb részben a mikrobidlis kozosség altal
szintetizalt anyagbdl 4ll6 matrixba agyazddnak. A biofilmképzddés tobblépcsds folyamat,
amely mikrobidlis adhézidval kezdddik, majd ezt kdvetden egy vagy tobb polimer anyagbol,
példaul fehérjékbdl, poliszacharidokbol, humuszos anyagokbol, extracellularis DNS-bol és
né¢ha mas molekuldkbol, példaul a sejtek kozotti kommunikacioban részt vevo molekulakbol

allo extracellularis matrix termelddik és halmozddik fel (Azeredo et al.,2016). A biofilm ezaltal
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a Foldon az egyik legszélesebb korben elterjedt €s legsokoldalubb életforma €s a legtobb elem
biogeokémiai korforgasi folyamatait irdnyitjak a vizben, talajban, tiledékben és felszin alatti

kornyezetben (Flemming et al.,2016).

Donlan (2002) megfogalmazésa alapjan a biofilmek egy olyan mikrobidlis sejtek 0sszessége,
amelyek visszafordithatatlanul tarsulnak (kiméletes oOblitéssel nem tavolithatok el) egy
feliilettel, és egy elsdsorban poliszacharid anyagbdl all6 matrixba vannak zarva. A biofilm
matrixaban nem sejtes anyagok, példaul asvanyi kristalyok, korrozios részecskék, agyag- vagy
iszaprészecskék vagy vérkomponensek is megtaldlhatok, attél fiiggden, hogy milyen
kornyezetben alakult ki a biofilm. A planktonikus (szabadon lebegd) tarsaiktol is kiilonbdznek
az atirt gének tekintetében a biofilmek. A biofilmek a legkiilonb6zébb feliileteken alakulhatnak
ki, beleértve az ¢l6 szoveteket, a beiiltetett orvosi eszkdzoket, az ipari vagy ivovizrendszerek
csOvezetékeit vagy a természetes vizi rendszereket. Az 5. édbran egy pasztdzo

elektronmikroszkopos felvétel szemlélteti a kialakult biofilmet egy ipari vizrendszerbdl.

5. abra: Elektronmikroszkopos kép egy ipari vizvezetékben kialakult biofilmrdl
(Forras:Donlan (2002))

A biofilmek feleldsek a technologiai viz bioldgiai szennyezddéséért, az ivoviz higiéniai
mindségének romlasaért és a mikrobak okozta korrézidért. A biofilmekben a sejtek nagy
koncentricioban fordulnak elé (10% - 10" sejt/g nedves tomeg) és jellemzéen tobb fajhoz
tartoznak. A biofilmek sokfélesége abbdl adodik, hogy a sejtek a helyi adottsdgoknak
megfelelden kiilonbozoképpen fejlddnek. Az életciklusuk soran a gének és fehérjek a megfeleld
iddben aktivaldodnak, hasonldan ahhoz, ahogy a mikroorganizmusok valtozatos kdrnyezetekben
novekednek ¢és fejlddnek (Flemming et al., 2016). Verseny is kialakulhat a biofilmeken beliil,
¢s kimutattak, hogy a Hyphomicrobium sp. biofilm P. putida &ltali invazidja a P. putida
dominanciajat eredményezte, még akkor is, ha a biofilmhez kapcsoloddé Hyphomicrobiumok

szdma viszonylag alland6 maradt. Egy masik tanulményban a K. pneumoniae-t és P.
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aeruginosa-t tartalmazé biofilmeket vizsgaltak, ¢s megallapitottak, hogy mindkét faj képes
stabil kozosségben egyiitt élni, még akkor is, ha a P. aeruginosa ndvekedési sebessége sokkal
lassabb a kevert kulturdju biofilmben, mint amikor tiszta kultaraju biofilmként tenyésztik. A P
aeruginosa elsdsorban alap biofilmként novekszik, mig a K. pneumoniae lokalizalt
mikrokolénidkat alkot, amelyeknek nagyobb hozzaférése lehet a tapanyagokhoz ¢és az

oxigénhez (Donlan, 2002).

A biofilmek kialakulasanak megel6zésére az egyik stratégia a rendszeres fertotlenités. A biofilm
kialakulasanak kezdeti szakasza, a mikrobdk feliilethez val6 rogziilése azonban meglehetosen
gyors folyamat, és csak néhany 6rat vesz igénybe. Féleg ebben a kezdeti fazisban alakul ki a
fenotipusos alkalmazkodas (Meyer, 2003). Szabadon 0sz6 planktonikus tarsaikhoz képest a
biofilmek altaldban fokozott védelmet mutatnak szamos stresszfaktorral szemben. Az ivovizi
biofilmek esetében ezek kozé tartozik a fertdtlenitdszerekkel, a nyirasi stressz koriilményeivel

¢s a hostresszel szembeni ellenalld képesség (Liu et al., 2016).

2.3.1. Biofilmek el6fordulasa kiilonbozo feliileteken

Az ivoviz elosztorendszerekben a biofilm eléfordulasa miiszaki €s higiéniai problémakkal jar.
A biofilmben elszaporoddé mikrobak a vizbe keriilve rontjak a viz mindségét. Egyes biofilmben
eléforduld mikrobak iz- és szaghatast okozhatnak a vizben, vagy patogének lehetnek. A biofilm
fokozza. A mikroorganizmusok felhalmozodasa a feliileteken ¢€s a biofilm kialakuldsa szamos,
a vizben uralkod6 tényez6tél fligg pl. a feliileti anyag tipusa, a mikrobak eléfordulasa a vizben,
a tapanyagok ¢és fertdtlenitdszerek koncentracidja és mindsége, a hdmérséklet és a rendszer

hidraulikdja (Zacheus et al.,2000).

Egyes csdvezetékeknek a kémiai vegytiletei, mint példaul a réz-, vas-, és foszforionok, valamint
a szerves vegyliletek felszabadulasaval szintén befolyasolhatjdk a mikrobdk elszaporodasat. A
rézcsovekben a biofilm kialakulésa lassabb, mint a polietilén (PE) csévekben, és a rézionok
alacsonyabb mikrobaszamot eredményeznek a vizben is. Ezzel szemben a PE csovek,
amelyeket a kozelmultban a hagyomanyos fém vizvezetékek koltséghatékony helyettesitésére
hasznaltak, biologiailag lebomlo szerves vegyiileteket és foszfort szabadithatnak fel, amelyek
mikrobidlis ujrandvekedést és biofilmképzddést idézhetnek eld. Nemcsak a csdvezeték anyaga,
hanem a felszine is fontos befolyasolo tényez6 a mikrobdk megtapadasa szempontjabol: durva

feliiletli anyagokbol, példaul ontdttvasbol, horganyzott acélbol késziilt csdveken a biofilm
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yjrandvekedése nagyobb volt, mint a sima feliileti polivinil-klorid (PVC) csoveken (Yu et al.,

2010).

Obiofu ¢és munkatarsai (2018) vizsgalatainak eredményei is megerdsitették, hogy a hosszu tava
tarolas befolyasolhatja a viz mindségét €s novelheti az életképes sejtek szamat a viztarolo
edényekben. Azonositottak a kiilonb6zd viztarold tartalyokban a Pseudomonas aeruginosa-t,
mint biofilmképz6 organizmust. Az ivoviz taroldsara leginkabb alkalmas tartdlyoknak a
horganyzott acél vagy a rozsdamentes acél bizonyultak. Az aluminium, az agyag, az iiveg és a
polimer tartdlyok nem ajanlottak a viz hosszi tava tarolasara, mivel eldsegithetik a

biofilmképzddést.

Yu és munkatarsai (2010) kisérletében az ivovizet és a kevert vizet (10% (v/v) folydvizet is
tartalmazott) vizsgaltak, annak érdekében, hogy képet kapjanak arr6l, hogy a vizvezeték
anyagok milyen hatast gyakorolnak a biofilmképzddési potencidlra és a biofilmekben 1évo
mikrobalis kozdsségekre. A vizsgalt anyagok a rozsdamentes acél (SS), cinkkel bevont acél
ST), klorozott miianyag (CP), polibutilén (PB), polietilén (PE) voltak. A 6. abran lathato
eredményekbdl is latszodik, hogy a kevert viz tobb mikroorganizmust tartalmazott. Ez annak
tulajdonithatd, hogy az ivoviz atesik egy meghatarozott tisztitdsi folyamaton. Az ivoviz
esetében az értékek 30 — 300 pg/cm?® kdzott mozogtak a vizvezetékekben, ezzel szemben a
kevert viz esetén joval magasabb 114 — 474 pg/cm? értékeket kaptak. Mindkét tipust vizminta

esetén kimutathato volt a cs@vezetékek anyaganak befolydsold hatdsa a biofilm képzddésre.

6. abra: A kiilonbozd cséanyagokon kialakulo biofilmek ATP-koncentracioja 90 napos inkubdcio utan ivévizben (a) és kevert
vizben (b) (CU- réz, SS- rozsdamentes acél, ST- cinkkel bevont acél, CP- klorozott miianyag, PB- polibutilén, PE- polietilén)
(Forras: Yu et al., (2010))
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2.4. A sz4) mikrobidtaja

Az ember ¢€s a szajlireg mikroflora kozotti kapcesolat nem sokkal a sziiletés utan kezdddik és
egy teljes életen at tart (Jenkinson és Lamont, 2005). A szdj baktérium populacioja rendkiviil
Osszetett, mintegy 1000 fajjal, beleértve a virusokat, protozoonokat, gombakat, archedkat és
baktériumokat (Wade, 2013). A szajiireg normalis részét alkotjak, és fontos funkcidja, hogy
védelmet nyujtson a kiils6 baktériumok kolonizacidjaval szemben, amelyek hatassal lehetnek
az egész szervezet egészségére (Arweiler és Netusschil, 2016). Ez annak is koszonhetd, hogy
az ember sem Onallo szervezet, ezéltal kiilonb6z6 mikrobalis szimbiontak és genomjaik
kapcsolatban allnak a szervezetének bioldgiai miikodésével. A testiink belso és kiilso feliiletein
mikrobidlis populacidk telepednek meg, és olyan miikodésti egységet alakitanak ki, amely
kulcsfontossagl az egészségiink, illetve szervezetiink mitkddése szempontjabol (Mosaddad et
al., 2019). Krzysciak és munkatarsai (2016) azt allitjak, hogy a szajlireg a baktériumfajok
sokféleségét tekintve az emberi szervezet egyik leggazdagabb mikrobiom helyszinének
tekinthetd. A szajlireg mikrobiomja nehezen szamszerlisithetd, anatomiailag korlatozott,
elkiiloniild 6kologiai niche-t képviseld mikrobiotakbol all. Ezek a részek a fogak, nyelv,
szdjpadlas, foginyzseb, foginy, iny és a tobbi. Ezenfeliil a szimbiozisban ¢l6 és patogén
mikroorganizmusok a szajliregben planktonikus (gyakori a nyalban) és biofilm form4jaban
(gyakori a foglepedékben) 1s el6fordulhatnak (Tang et al., 2020). A kifejlddd fogak esetén védo
glikoprotein bevonatot kapnak, ami elinditja a szukcessziv mikrobialis kolonizéaciot, ami
komplex polimikrobidlis biofilmkozdsségek, nevezetesen a foglepedék kialakuldsdhoz vezet.
Ezek a komplex foglepedék matrixok egyedi mikrokornyezeteket hoznak 1étre, amelyek savas
¢s anaerob mikrokornyezeteket rejtenek, és igy a kozvetleniil a fogfelszinen novekvo
szervezetektdl eltérd organizmusokat szelektalnak (Sedghi et al., 2000). A nyal a szajiiregi
mikrobidta planktonikus fazisat képviseli. A bakteridlis laboratoriumi folyadékkultirahoz
hasonléan akar 10° mikroorganizmust is tartalmazhat milliliterenként. A nyal az elsédleges
forrasa a valtozatos szdjiiregi puha ¢és kemény feliiletek folyamatos bakteridlis ujra-
kolonizacigjanak (Arweiler és Netusschil, 2016). A legegyértelmiibb topografiai jellemzd a
mikrobalis k6zosség megkiilonboztetésére az, hogy egy adott hely felszini szoveti rétege vedlo,
vagyis a szdjnyalkahartya; vagy nem vedld, vagyis a fogzoméanc (Proctor és Relman, 2017).
Valoszinti, hogy ezeknek a kozdsségeknek az egyes komponensei koziil sokan nem tudnak
tulélni mas koriilmény kozott, mert metabolikus kdlcsonhatasban allnak egymassal, igy példaul
a laboratoriumban nem lehet kitenyészteni dket (Jenkinson és Lamont, 2005). Az anatdémiai

szerkezeten kivill mas tényezok is befolydsoljak az emberi szdjban levé mikrobidtak
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Osszetételét. Az egyik a nyal valtozo mennyisége, amely védorétegként is funkcional a szdjiireg
megfeleld allapotanak fenntartdsdnak érdekében. Tovabbi tényezdk a taplalkozas, higiéniai
szokasok, gazdaszervezet genetikéja, foldrajzi elhelyezkedés, életkor (Krzysciak et al., 2016;
Burcham et al., 2020). A szajliregi mikrobidtaban az egészséges baktériumok egyensulyanak
fenntartdsa nemcsak a szajiiregi, hanem az altalanos egészségi allapot szempontjabol is kritikus
szerepet jatszik (Burcham et al., 2020). Ezaltal a szajlireg az emberi test egyik legfontosabb
kapuja. Az étel a sz4jba keriil, megragjak és nyallal keveredik a gyomor és a bélrendszer felé
vezetd uton. A levegd az orron €s a szajon keresztiil jut el a 1égcsébe €s a tiidobe. A szajiireg
egy teriiletét benépesitd mikroorganizmusok jelentds valdszinliséggel atterjednek a szomszédos
hamfeliileteken a szomszédos helyekre. A szdjiireghb6l szarmazod mikroorganizmusok
bizonyitottan szamos szajiiregi fertdz6 betegséget okoznak, beleértve a fogszuvasodast, a
parodontitist  (inybetegség), az endodontikus (gyokércsatorna) fertézéseket ¢és a
mandulagyulladast. Egyre tobb olyan bizonyiték gytilik 6ssze, amely a sz4jiiregi baktériumokat
szamos szisztémas betegséggel, koztiik a sziv- és érrendszeri betegségekkel, a stroke-kal, a
korasziiléssel, a cukorbetegséggel €s a tiidogyulladéassal hozza Osszefiiggésbe (Dewhirst et al.,

2010).

Becslések szerint az emberi szajliregben megtelepedd baktériumok 50% -at még nem
tenyészették ki. Igy lehetséges, hogy az eddig tanulményozott tenyészthetd organizmusok csak

viszonylag kis részét képezik egyes szajiiregi kozosségek (Jenkinson és Lamont, 2005).

Burcham és munkatéarsai (2020) szerint a torzsmikrobiomhoz gyakran tartozonak tekintett
nemzetségek a kovetkezok: Streptococcus, Haemophilus, Veillonella, Neisseria, Actinomyces,
Rothia, amelyek a legtobb egészséges emberben megtalalhatoak. A mikrobalis tajképben, pedig

Osszességében a Streptococcus nemzetség dominal.

A 2000-es évek elején a koaguldz-negativ Staphylococcus-ok kapcsan megjelent atfogd
szakirodalom ellenére viszonylag kevés figyelmet forditottak a szajliregre, mint rezervodrjara.
Ebbdl adédoan viszonylag kevés részletes tanulmany késziilt a sztafilokokkuszok szdjban valo
eloszlasarol (Smith et al., 2001). A Staphylococcus epidermidis gyakori huméan
mikroorganizmusként mindeniitt jelen van a boron és a nedves nyalkahartya felszineken, emiatt
gyakori ¢és fontos opportunista korokozova valt, kiilonosképpen az immunhidnyos szervezetek
korében (Tang et al., 2020). Mosaddad és munkatarsai (2019) szerint az egészséges szajiiregben

a legnagyobb gyakorisaggal fordul el6 a Staphylococcus nemzetség.
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Goldberg ¢s munkatarsai (1997) megemlitették, hogy egy korabbi jelentés azt feltételezte, hogy
az Enterobacteriaceae csalad tagjai kozé tartozo Klebsiella fajok részt vehetnek a szajszag
kialakulasdban. Azonban 4altalanossagban nem tekintik a sz4jiiregi mikrobiota fontos tagjainak,
mivel egy vizsgalat soran csupadn az alanyok minddssze 0-24% -ban taldltak ilyen
mikroorganizmusokat. Brati¢ és munkatarsai (2021) kisérletének eredményeként a szajiiregi
kenetek az esetek csak 9,5%-ban tartalmaztak Gram-negativ korokozokat. Az izolatumokban a
Klebsiella oxytoca is megtalalhato volt. Da Rocha Santos és munkatarsai (2023) kisérletiikben
285 tenyészetet készitettek nyalbol és vérbol. Eredményiil azt kaptak, hogy 10 nyal-

tenyészetben ndvekedett K. oxytoca.

A Stenotrophomonas maltophilia gyakran megtelepszik a betegek testnedveiben (nyalkahartya,
1égzdszervi aeroszolok, vizelet, sebvaladék) (Adegoke et al., 2017). Brooke (2012) leirta, hogy
a S. maltophilia vizes €l6helyeken, tobbek kozott rizoszféraban, allatokban, vizforrasokban és

¢lelmiszerekben fordul el6, tehat nem alkotja az emberi szaj természetes mikrobiotajat.

Sutter és munkatarsai (1966) vizsgalatot végeztek a nyalbol kimutathatdé Pseudomonas
nemzetségekre. A kisérletet 350 alanyon végezték el, amelynek eredményeképpen a P
aeruginosa-t mutattak ki 23 mintabol, addig a P. putida-t csak 6 személynek a nyalabol sikeriilt
kimutatni. Arra kdvetkeztettek, hogy valdsziniileg ezek a fajok atmenetileg taldlhatoak meg a

nyalban.

Salam ¢és munkatarsai kisérletében (2001) 125 idésebb korosztalyi ember vett részt Japanban,
akiknek az altalanos egészségi allapotuk jo volt, & nem igényeltek kiilondsebb segitséget a napi
tevékenységeikhez. A teljes miifogsort hasznald alanyok esetében eldszor a miifogsort
eltavolitottadk a szajliregbdl, majd a mintdkat ugyanazon régidibol vették minden egyes
miifogsorrol. A miifogsorral nem rendelkez6 alanyoktol a szemben 1évd fogakbdl vettek mintat.
Az alanyokat arra kérték, hogy ragjanak paraffint a nyélelvalasztds serkentése érdekében,
amelyet vattapamacs segitségével gylijtottek jégbehiitott steril iivegekbe. Emellett pedig még a
manduldkrdl is vettek mintakat, igy ezaltal a fogakon, a nyalban €s a mandulakon levo
mikroorganizmusokrol kaphattak atfogo képet. Az eredmények azt mutattak (3. tablazat), hogy
a Candida albicans, Enterobacteriaceae, Pseudomonas sp., S. aureus, Xanthomonas
maltophilia, Klebsiella pneumoniae, S. marcescens, koagulaz-negativ Staphylococcus (CNS)

és K. oxytoca volt a leggyakrabban izolalt mikrobdk a mintabol.
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3. tablazat: Mikroorganizmusok izolalasi gyakorisaga fogkében, nyalban és mandulaban
(Forras: Salam et al., (2001) nyoman)

. . Fogkd (n=125) | Nyal (n=125) | Mandula (n =125)
Mikroorganizmus
(%) (%) (%)

Candida albicans 14 17 11
Enterobacter cloacae 11 19 16
Klebsiella oxytoca 3 5 5
Stenotrophomonas — maltophilia ~

4 4 3
Xanthomonas maltophilia
Pseudomonas putida 1 3 4
Staphylococcus aureus (CNS) 5 3 2

Ezeknek a mikroorganizmusoknak a nagyobb el6fordulasi gyakorisaga az idosek korében azt
jelzi, hogy ez a korcsoport nagyobb kockazatnak van kitéve az olyan szisztémas betegségeknek,
mint a tlidégyulladas és a szivbetegség. A fogaszati biofilmb6l a korokozokat eltavolitd
professzionalis szdjhigiénia jelentdsen csOkkentheti a szisztémds betegségek kockazatit az

id6éseknél (Salam et al., 2001).
2.5. A vizsgalt baktériumok tulajdonsagai €s biofilmképzo keépessege

2.5.1. Staphylococcus epidermidis

A Staphylococcus epidermidis, egy koagulaz-negativ baktérium, amelyet korabban az emberi
bor artalmatlan kommenzélis mikroorganizmusanak tekintettek, viszont ma mar fontos
opportunista korokozonak szamit. Jelenleg a virulensebb rokonaval a S. aureussal egyiitt az
elsd helyen allnak a nozokomidlis fertdzések korokozoi kozott (Otto, 2009). A S. epidermidis
nem csak az emldsok borén, hanem nyalkahartydjan is megtelepedd baktérium, amely az
emberben leggyakrabban eléforduld Staphylococcus faj. Epidemiologiai vizsgélatok
kimutattdk, hogy az egészséges emberek egyszerre 10-24 kiilonbozd S. epidermidis torzset
hordoznak (Fey és Olson, 2010). S. epidermidis kifejezetten az orvostechnikai eszk6zokon is
eléfordul, ez abbdl eredhet, hogy a bor, nyalkahartya alland6 és mindeniitt jelen levo
kolonizaloja lett. Ezaltal nagy az esély arra, hogy az eszkdz behelyezése soran kontaminalodik
(Otto, 2009). Az orvosi gyakorlat fejlédésével parhuzamosan ez a faj valt az elsddleges
bakterémia, valamint a beiiltetett orvosi eszk6zok fertézésének leggyakoribb okava, kiilonosen
az immunhianyos egyének és ujsziilottek esetében (Fey és Olson, 2010). A fajban jelen 1évo
specifikus ARG (antibiotic resistance genes — antibiotikum rezisztenciat hordozé gének) és a

biofilmek kialakitasara valé hajlama hozzajarul patogenitdsdhoz és fertézéseinek kezelésének
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bonyolultsdgahoz, ami jelentds terhet jelent a kozegészségiigyi rendszer szamara (Tang et al.,
2020). A koagulaz-negativ Staphylococcus epidermidis jelenleg a leggyakrabban izolalt
mikroorganizmusok az akut €és kronikus mi iziileti fertézésekben (Castellanos et al., 2014). A
bor 16 lakdja, az aerob rezidens flora tobb, mint 90% -at alkotja. Ezt a fajt a nemzetség tobbi
tagjatol a kovetkezé tulajdonsagok kiilonboztetik meg: kokkusz alak, desferrioxamin-
érzékenység, savbol torténd trehaldz termelés hidnya, a kis fehér vagy bézs szinii telepek
képzodése és a fentebb emlitett koaguldz-negativ tulajdonsag. A S. epidermidis altaldban

artalmatlana jol miikodé immunrendszerrel rendelkez6 emberek esetén (MacLeod et al., 2009).

A S. epidermidis fakultativ anaerob baktérium, de aerob kortiilmények kozott is jol novekszik.
A S. epidermidis tenyésztési feltételei hasonloak a S. aureus-hoz, de a S. epidermidis lassan
novekszik 10% NaCl-t tartalmaz6 taptalajon. A telepei kerekek, domboruak, fényesek, sziirkék
és teljes széliiek (7. dbra). Atméréjiik koriilbeliil 2,5 mm. Altaldban nem termelnek hemolitikus
zonat. A nyalkat termelni képes torzsek attetszo, ragacsos kolonidkat képeznek (Zhou, 2015) A
Staphylococcus fajok széles homérséklet-tartomanyban képesek ndvekedni (6,5-46°C), bar
optimalis hdmérséklet-tartomanyuk 30-37°C, és azt feltételezik, hogy korlatozott ideig 6,5-
46°C -os sz€lsOséges homérsékleten is képesek a talélésre. A Staphylococcus fajok azon
képessége, hogy gyorsan alkalmazkodnak az ingadozé alacsony és magas homérséklethez,
kiilondsen fontos a patogén fajok szempontjabol, mivel vannak olyan esetek, amikor ezeknek a
baktériumoknak a gazdaszervezeten kiviil is életképesnek kell maradniuk (Onyango et al.,

2012).

7. abra: A) Staphylococcus epidermidis sejtek (Gram-festés). (B) S. epidermidis sejtek (SEM). A S. epidermidis sejtek gomb
alakuak (0,5-1,5 um atmérdjiiek) és Gram-pozitivok. A kokuszok tetradakba és klaszterekbe szervezddnek. Esetenként egyes
sejtek is megfigyelhetok. (C) S. epidermidis kolonidk agarlemezen inkubdlva. (D) S. epidermidis kolonidk (sztereomikroszkop)
(Forras: Zhou, (2015)).
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Staphylococcus epidermidis és a S. sanguinis a human szajiiregi mikrobiom bakterialis tagjai;
ezek a baktériumok altaldban az ember nyalkahartyajan élnek, és képesek a szajlireg kemény
feliileteihez kotddni. Néhany kdzelmultbeli tanulményban a S. epidermidis-t a meghibasodott
fogaszati implantatumokon 1év6 patogén biofilmekben is kimutattak (Biirgers et al., 2012). A
S. epidermidis biofilm ellenall az antibiotikumok kéros hatasanak, és akadalyozza a
gazdaszervezet immunvalaszat. igy a S. epidermidis biofilm altal kozvetitett fertézésben
szenvedo betegek kezelése dltalaban a karositd eszkoz eltdvolitasdval, majd cseréjével jar, ami

noveli a morbiditast és a koltségeket (Fey és Olson, 2010).

2.5.2. Klebsiella oxytoca

A K. oxytoca az Enterobacteriaceae csaladba tartozo Klebsiella nemzetséghez tartoz6 Gram-
negativ baktérium, amely széles korben elterjedt a természetben (Yang et al., 2022). A
természetben megtaldlhaté a talajban, szennyvizben, felszini vizekben, ndvényeken, és
megtalalhatéak tovabba az emberek, a sertések és 16félék nyalkahartya-feliiletein (Abood és
Ibrahim, 2017). Emberekben a normal bélflora tagja, tenyésztéses modszerekkel egészséges
felndttek 8-10% -nak székletébdl mutattak ki. A bélflora mellett a boron és az oropharynxban
(sz4j-garat) is megtalalhato. Annak ellenére, hogy kommenzalis mikrobidta tagja, mégis human
patogén, amely az enyhe hasmenéstdl az agyhartyagyulladastol az életveszélyes bakterémiaig
szdmos fert6zést okoz. Jelentdsége ellenére a K. oxyfoca viszonylag kevésbé ismert, mert a
kozismert rokona (Klebsiella pneumoniae) arnyékot vet ra. Fontos kiilonbség koztiik, hogy a
K. oxytoca antimikrobalis rezisztenciaval rendelkezik. Génjeiben kdodolja a fibridkat, amely
lehetové teszik a feliiletekhez vald kapcsolddasat és ezéltal a biofilmek kialakulasat. Egy
vizsgalatban az AAHC (antibiotic-associated hemorrhagic colitis — nem élelmiszer eredetii
vérzéses vastagbélgyulladas) betegekbdl szarmazd K. oxytoca izolatumok 70% -a kdzepes
mértékll biofilmet termelt. Egy masik vizsgalatban a vastagbélrakos betegekbdl szdrmazd

izolatumok 78% -a termelt kdzepes méretl biofilmes (Yang et al., 2022).

A Klebsiella nemzetségre jellemz6 sejtmorfologia az egyenes, nem mozgékony, kapszulazott,
0,3-1,0 pm x 0,6-6 pm méretli palca. A K. oxytoca torzsek gliikonatot és vas-citratot tartalmazo
taptalajon torténd ndvekedéskor sotétbarna szinezéket termelnek. Kolonizacidjanak jellemzdje
a kiilonb6zo mértékben szuros, csillogd, nedves telepek (8. abra). Fakultativan anaerob,

optimalis ndvekedési hdmérséklete 35-37 °C (Osatogbe et al., 2023).
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8. abra: A K. oxytoca tenyésztési jellemzadi kiilonbozo koriilmények kozott. B) Tapanyagleves agarlemezek; C) juhvér agar
taptalaj; D) MacConkey taptalaj; E) SS agar taptalaj; F) LB agar.
(Forras: Chang et al. (2018))

Abood ¢és Ibrahim kisérletében (2017) 90 Klebsiella spp. izolatumot gytijtottek kiillonbozo
klinikai mintakbol, vizeletmintabol, kdpetbdl, sebtamponbol, égési tamponbol, fiiltamponbol
¢s gennyes tamponbol. Az API20E- vel végezték a vizsgalatot, aminek az eredményeképpen a
90 izolatumbol 53 Klebsiella pneumonia ssp. pneumonia, 29 Klebsiella pneumonia ssp.
Ozaenae és 8 Klebsiella oxytoca izolatum volt. Emellett a Klebsiella oxytoca izoldtumok 50%-
ban er6s ¢és kozepes mértékii biofilm képzOodést mutattak ki minden fokozatban gliik6z
jelenlétében és gliikkdz jelenléte nélkiil is. Ebben a tanulmanyban végeztek kisérletet arra is,
hogy iiveg- és miianyagcsdben képesek-e biofilmet képezni. Megéallapitottak, hogy livegen
kevésbé tudott biofilmet kialakitani, mint a mianyag feliileten. A Klebsiella oxytoca az tivegcsd
esetén 25%-0s a miianyagcso esetében-50% -os mérsékelt biofilmképzo tulajdonsagot mutatott.

Az izolatumok 25% -a az livegnél, és 12,5% -a mlianyagnal nem hozott 1étre biofilmet.

2.5.3. Stenotrophomonas maltophilia

A S. maltophilia egy globalisan megjelend Gram-negativ multirezisztens organizmus, amely
leggyakrabban az emberek léghti fertdzéseivel, és a cisztas fibridzisban szenvedd betegek
kronikus tiidéfertdzéseivel hozhatd Osszefliggésbe, emellett sulyos fertdézéseket (1égut, bor,
véraram, lagyrészek, hugyutak) okozhat az emberekben (Brooke, 2012; Flores-Trevifio et al.,
2019). Adegoke és munkatarsai (2017) szerint ez egy feltételezhetden alacsony virulencidju,
mégis opportunista koérokozoként ¢€lénk kommenzélis organizmus. Stenotrophomonas
maltophilia egy olyan kérokozo, amely az utdbbi iddben egyre nagyobb jelentdségre tett szert
az orvostudomanyban, mivel egyre gyakrabban fordul elé nozokomidlis betegségeket okozo

korokozoként (Flores-Trevifo et al., 2019). Ez a baktérium, altalaban a kérnyezetben szabadon
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¢l, és nozokomidlis (korhazi) és kozdsségi fertdzésekben jatszik szerepet. Kiilonbozo fert6zo
betegségekért ¢és haldlozasért felelés a korhazi betegek korében, kiilondsen az
immunszuppresszalt, orvosi implantitumokkal rendelkezd, ¢s immunhidnyos betegeknél.
Meéretét tekintve kisebbek a Stenotrophomonas nemzetség mas fajainal. Polaris flagellak
segitségével mozgékonyak, kataldz pozitivok, altaldban oxidéz-negativak, és rendelkeznek
lizindekarboxildzzal (Adegoke et al., 2017). Képes géneket atvenni Gram-pozitiv
baktériumoktol. Ezek a gének altalaban az antibiotikum- és nehézfém-rezisztencidban jatszanak
szerepet. Emellett képes 6 is géneket atadni, ezaltal akar antibiotikum-rezisztencidt mas
baktériumoknak (Brooke, 2012). A sejtjei egyenes vagy enyhén gorbiilt, sporat nem képzo, 0,5-
1,5 um hosszu, Gram-negativ palcak, amelyek egyenként vagy parban fordulnak eld. A telepek
sima, csillogo, teljes széliiek, fehér vagy halvanysarga szinliek, egyes taptalajokon eléfordulhat
a torzsek barnas elszinez6dése (9. 4bra). Eletfeltételeit tekintve obigat aerob, novekedése nem
kovetkezik be 5°C-nal alacsonyabb és 40 °C-nal magasabb hdmérsékleten. Az optimalis
szaporodasi homérséklete 35 °C. Tobb vizsgalatban is bebizonyosodott, hogy a nedves

kornyezet kedvez a taléléséhez (Denton €s Kerr, 1998).

9. abra: A Stenotrophomonas maltophilia kolonidi a) vér-agar lemezen, (b) MacConkey agar lemezen, (c) Mueller-Hinton
agar lemezen
(Forras: Singhal et al., (2018))

A baktérium egyik fontos jellemzdje, hogy képes biofilmeket képezni a feliileteken. Ezek a
feliiletek a teflon, iiveg, milanyagok, rozsdamentes acél, valamint gazdaszévetek (Adegoke et
al.,2017).; Brooke, 2012). A korhazi fertdzésekért becslések szerint 65% -ért a biofilmek a
felelosek (Brooke, 2012). Brooke (2012) leirta egy korabbi kisérlet eredményét, mely szerint a
S. maltophilia sejtek a beoltast kovetd 2 oran beliil képesek megtapadni polisztirol felszineken,

24 o6ran beliil pedig biofilmet képeznek.
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Gomes ¢s munkatarsai (2020) kisérletet végeztek arra vonatkozdan, hogy hogyan befolyasolja
a réztartalom az S. maltophilia biofilm reakciojat a klorral és mechanikai stresszel torténd
kezelés hatasara. Ebben a kisérletben a rozsdamentes acélt (stainless steel - SS) vették kontrol
mintanak. Eredményként kaptdk, hogy a biofilmképzddést nem befolyasolja jelentésen a
rézfeliiletek hasznalata az SS-hez képest. Mindegyik képzddott biofilm nagyrészt vizbol allt
(>96%). A rozsdamentes acélon magasabb volt a biofilm nedves tomege (96,8%) az 57% ¢és
96% -ban rezet tartalmazo feliiletekhez képest. A fehérjetartalmat figyelembevéve a
rozsdamentes acél esetén szintén magasabb ez az érték (16,4%), a réz anyagon képzdodott
biofilmekkel szemben. A 10. abra szemlélteti kisérletiik eredményét a kiilonbozd kezelési
modszereknek. A rozsdamentes acél tisztitasi kisérleteinél kevésbé csokkent a mikrobaszam,
ezzel szemben a réztartalmu feliileteken megfigyelhetd a nagyobb mértékii csokkenés a 96% és
a 100% réztartalmt feliiletek esetében. Az 57%-0s rézdtvozeten képzdodott biofilmek
tenyészthetdségében nem volt szignifikans kiilonbség az SS-hez képest (p > 0,05). A NaOCl-
expozicid hatasara bekovetkezd TKE-csokkenés azonban csak a 96%-o0s rézotvozet hasznalata
esetén volt szignifikans (p < 0,05). A mechanikai kezelés esetén (10 Pa nyirofesziiltségnek valo
kitettség 30 masodpercig) nem okozott jelentds biofilm-eltavolitast (p > 0,05). A kombinalt
kezelés nem csokkentette a biofilmek képzddését a 100% réztartalmu feliileten. A kezelések
kombinacioja altal okozott sejtkoncentracidé csokkenés az 57%-os rézotvozeten képzodott

biofilmek esetében volt nagyobb, mint a kloros kezelés altal okozott csokkenés (p < 0,05).

10. abra: Kémiai és/vagy mechanikai kezelés hatasa kiilonbozo réztartalmu feliileteken kialakult biofilmekre
(Forras: Gomes et al., (2020) nyoman)
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2.5.4. Pseudomonas putida

A Pseudomonas putida egy Gram-negativ, palcika alakt, laktozt nem fermentélo és oxidaz-
pozitiv baktérium. A Pseudomonas fajok fluoreszcens csoportjaba tartozik. A faj egyik torzsét,
a P putida T2-2-t izolaltdk egy egészséges egyén nyelvének feliiletérdl, és beszamoltak a
quorum sensing aktivitasarol (Yoshino et al., 2010; Chan et al., 2014; Weimer et al., 2020). A
Pseudomonas putida KT2440, egy jol jellemzett modelltorzs, optiméalisan 30°C-on novekszik,
de akar 4°C-on is képes szaporodni (Fonseca et al., 2011). A P. putida fehér, atlatszatlan kdzept,
1-2 mm atméroju telepek formajaban nétt Marine agaron (Aboyadak et al., 2024; 11. abra).

11. abra: A P. putida valtozatok fenotipusos jellemzése. (4) Telepek morfoldgiaja TSA Petri csészéken. (B) Sejtmorfologia.
(C) Makrokoloniak szerkezete agarlemezeken. (D) Uszasi és (E) rajképesség. (F) Pelliculumok képzddése taptalajcsovekben
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A fajok tagjai a vegyliletek széles skaldjat képesek metabolizalni, ennek koszonhetéen képesek

talajban, édesvizben ¢és nedves kornyezetben elterjedni. A Pseudomonas aeruginosa a
legelterjedtebb a nemzetségen beliil, ugyanakkor nem csak ezt a fajt hoztak kapcsolatba klinikai
fertdzésekkel a nemzetségen beliil. A P. putida éltal okozott fertdzések a bejelentések szerint
ujsziilottkorban torténtek (Yoshino et al., 2010). A Pseudomonas putida faj torzsei gyakori
rizoszféra- és édesvizi lakosok, és bamulatos képességgel rendelkeznek a biogén ¢és
xenobiotikus vegyiiletek széles skaldjanak metabolizalasara. E faj szamos torzsét izolaltak
olyan betegekbdl, akik korhdzi kdrnyezetben szereztek fertdzést. A P. putida altal okozott
fertézések ritkdk, és tobbnyire immunhidnyos egyéneknél, példdul neutropenidban

szenvedOknél, 0jsziilotteknél és rakos betegeknél jelentik dket (Fernandez et al., 2015).

Kroélasik és munkatarsai (2010) megerdsitették és megfigyelték azt, hogy a P. putida 4 6ras
inkubacid utan rozsdamentes acélfeliileten biofilmet képez. A 12. dbra szemlélteti a képzddott

biofilmek vizualis latvanyat. A 8 napos 20°C-os inkubécid utan a teljes lemezfeliileten vastag,
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tobbrétegli biologiai filmet képezett a M. luteus, P. putida, S. hominis és a L. innocua, és

hajlamos volt kolonizalni az acélfeliilet aktualis egyenetlenségeit és repedéseit.

12. abra: SEM mikrofotok baktériumok altal kialakitott biofilmrél rozsdamentes acél feliileten: A - Micrococcus luteus, B -
Pseudomonas putida, C- Staphylococcus hominis, D - Listeria innocua
(Forras: Krolasik et al., 2010)

Kisérletiik masodik fazisdban arra 6sszpontositottak, hogy megallapitsak, hogy mennyire allnak
ellen a fertdtlenitdszernek a kisérletben szerepld fajok. A 13. dbran lathato, hogy a legnagyobb

rezisztenciaval a P. putida rendelkezik a tobbihez viszonyitva.

13. abra: Fertétlenitészer hatasa a Micrococcus luteus (4), Pseudomonas putida (B), Staphylococcus hominis (C) és Listeria
innocua (D) altal képzett biofilmre a koncentracio és a kontaktidé fiiggvényében.
(Forras: Krolasik et al., (2010) nyomdan)

8 A Micrococcus luteus : 8 8 Pseudomonas putida 3
[ Kontroll minta [ Kontroll minta
2 g B2 0,50% fertotlenitoszer | 7 B 0,50% fertotlenitdszer
3 1% fertotlenitoszer 3 1% fertotlenitoszer
8 EE 1.5% fertotlenitoszer e B 1,5% fertotlenitoszer
5 B3 2% fertotlenitoszer “_E 5 B 2% fertotlenitoszer
o L ko] e
: :
w3 =3
3
-l
2 2
1 1
0 — 04
10 . .
1do (min) 1d6 (min)
c X 8y D s
8 Staphylococcus hominis = Listeria innocua
23 Kontroll minta = ] Kontroll minta
z 55 0.50% ferttlenitoszer 53 0,50% fertétlenitoszer
i i 1% fertotlenitoszer | g 1% fertotlenitoszer
B 1,5% fertotlenitoszer B 1,5% fertotlenitoszer
s E0 2% fetitlenitoszer  |" 5 e
< 2 S ————
4
33 3
2 2
1 1
0 0
0

1do (min) Tdo (min)

"o

A tanulményuk célja annak a tézisnek a megerdsitése volt, hogy az adott termelési feliileteken
¢l6 mikrobiota a helyesen elvégzett mosasi és fertdtlenitési eljarasok ellenére is ellenalld a
fert6tlenitoszerekkel szemben, és ennek az ellendllasnak az alapja a mikroorganizmusok
biofilmképzo képessége (Krolasik et al., 2010).
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2.5.5. Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa egy Gram-negativ, palca alaku (0.5-3.0 um), obligat aerob,
minimalis tdpanyagigényl baktérium (Iversen et al., 2007). Nem fermentativ baktérium, amely
aerob korilmények kozott a gliikoz lebontdsdhoz a glikolitikus utvonalat hasznalja, végso
elektronakceptorként oxigént hasznalva. Anaerob koriilmények kozott azonban a nitrogén is
képes felhasznalni (de Sousa et al., 2021). Nedves kornyezetben gyakran eléfordul, és stlyos
fertézéseket okozhat legyengiilt immunrendszerli és érzékeny gazdaszervezetekeben. Szamos
jarvanykitorést hoztak Osszefiiggésbe hibas vagy szennyezett orvosi berendezésekkel vagy
készitményekkel, tovabba a korhdzon beliili keresztszennyezddéssel (Iversen et al., 2007). A P.
aeruginosa az emberek mellett az allatokat és a novényeket is képes megfertdzni. Ez a kdrokozo
virulenciafaktorok széles skaldjaval rendelkezik, ami lehetdvé teszi szdmara, hogy karositani
tudja a gazdasejteket, valamint képes modositani az emberi adaptiv immunmechanizmusokat,
ezaltal 1) fert6zések megjelenését okozza. Eldforduldsat tekintve mindeniitt jelen 1évo
baktérium, amely mind a szarazfoldi, mind a vizi 6koszisztémakban jelen van. Ennek
kovetkeztében szamos élelmiszerben, de korhazi kornyezetben is megtalalhatd. Emiatt nagy
orvosi jelentdségli baktériumnak tekintik a kiilonb6z6 kornyezetekhez vald nagyfoku
alkalmazkodoképessége miatt, valamint képes kronikus fertdzést okozni a veszélyeztetett
emberekben (de Sousa et al., 2021). A P. aeruginosa 4 — 42°C-ig terjedd homérséklet-
tartomanyban képes talélni, optimalis a ndvekedéséhez a 37°C. Az izoldtumok haromféle
koloniat hozhatnak 1étre. A 14. dbran lathatdo TSA agaron kifejlddott kolonia. A talajbdl vagy
vizbdl szarmazo természetes izolatumok jellemzden kis, durva koléniat hoznak 1étre (Todar,

2004).

14. dbra: Pseudomonas aeruginosa TSA agaron
((Forras: Internet 1.)

Pseudomonas aeruginosa
on Trytptic Soy Agar
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A klinikai mintdknal kétféle kolonia 1étezik, az egyik tipus tiikortojas-szerli, nagy, sima, lapos
sz¢€lu és emelkedett megjelenésii. A masik tipus, amelyet gyakran léguti és hugyuti valadékbol
nyernek, nyalkas megjelenésii, amit az alginat nyéalka termelésének tulajdonitanak. A sima és
nyalkas telepek feltételezhetOen szerepet jatszanak a kolonizacidban és a virulenciaban (Todar,

2004).

A P aeruginosa nemcsak a természetes koOrnyezetben, hanem még az emberi
gazdaszervezetben, példaul a kronikusan fertdzott CF-tiidé nyalkadugodin, szennyezett
katétereken és kontaktlencséken képes biofilmet képezni (HauBler, 2004; Sharma et al., 2014).
Emiatt a baktériumok nedves feliiletekhez és egymashoz valo kapcsolodasi képessége, €s az ezt
kovetd, nagymértékben strukturalt biofilmekké vald differencidlodasuk fontos virulens
tulajdonsagnak tekinthetd (HauBler, 2004). A biofilmképzddésben fontos szerepet jatszik a
kvorumérzékelés (QS). Ez egy sejtek kozotti jelzOrendszer, amelyben a baktériumok ugy
kommunikélnak és szabalyozzdk a génexpresszidt, hogy kis vegyiileteket, ugynevezett
autoinduktorokat bocsatanak ki a kornyezetbe. A P. aeruginosa esetében a kvorumérzékelés

felelds a sejtstirliségtol fiiggd génexpresszioért (Sharma et al., 2014).

Mivel a biofilm életmodban €16 baktériumok szamos kornyezetben a baktériumtdmeg jelentds
részét alkotjak, emiatt az ilyen bonyolult médon szervezett baktériumok megtelepedése egyre
nagyobb figyelmet kap. Tekintettel a biofilm ndvekedési folyamat jelentds orvosi és gazdasagi
kovetkezményeire, nagy sziikség van a kolonizacios folyamat megértésére annak érdekében,
hogy megtalaljuk az azt befolyasold6 modszerket. A biofilm felépitése diszkrét és jol
szabalyozott 1épések sorozatat igényli, €s Uigy tlinik, hogy a biofilm kialakuldsanak szakaszai a
mikrobak széles korében konzervaltak (HéuBler, 2004). A Staphylococcus epidermidis és a
Staphylococcus aureus, valamint a Pseudomonas aeruginosa opportunista koérokozok a
klinikailag legjelentdsebb biofilmeket képzd szervezetek kozé tartoznak, és a Gram-pozitiv,
illetve Gram-negativ biofilmek tanulméanyozasanak modellorganizmusai lettek (Miisken et al.,

2010).

2.5.6. Acidovorax delafieldii

Az Acidovorax delafiledii Gram-negativ, egyenes vagy enyhén ivelt palca (0,2-1,2 x 0,8-5,0
um) alaku, egyesével, parban vagy rovid lancokban eléforduld baktérium. Egy, ritkdn kettd
vagy harom polaris flagellaval rendelkezik. Jellemzd r4 az aerob, szigoruan oxidativ tipust

anyagcsere, ahol az oxigén a végsO elektronakceptor. Emellett képes a nitrat heteotrof

crer
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hasznalva energiaforrasként. Jol novekszik szerves savakat, aminosavakat ¢és peptont
tartalmazo tapkozegben, de kevésbé tudja hasznositani a kiilonbdz6 szénhidratokat. Téptalajon
a telepek sima, kerek vagy enyhén fodros, vagy szétterti peremiiek. A telepek domboruak, sima

vagy enyhén szemcsés, sziniik a bézstdl a halvanysargaig terjedhet (Willems et al.,2015).

Az A. delafieldii a talajokbdl, iszapokbdl, régi komposztokbdl és édesvizi forrdsokbol szarmazo
dominans mikroorganizmusok. Optimalis ndvekedési homérséklete 30-35°C. (Willems et

al.,2015).

A rézbdl késziilt vizvezetékek biofilmjeibdl gyakran izolalt heterotréf baktériumok kozé
tartoznak az  Acidovorax, Flavobacterium, Corynebacterium, Pseudomonas ¢&s
Stenotrophomonas fajok. Az A. delafieldii biofilmjeiben a szénhidratkoncentracid
novekedésével megfigyelt rézoldékonysag-novekedés a baktérium altal termelt korr6zids
exopoliszacharidokkal valé kolcsonhatdsokbol eredhet. Kordbban kimutattdk, hogy

rézkorr6zidt idéz eld (Critchley et al., 2003).

Critchley ¢és Fallowfield (2001) tanulmanyukban azt vizsgaltdk, hogy az ivéviz
elosztorendszerekben a biofilmet alkot6 baktériumok képesek-e megemelni a réz
izolatumok 83%-a) nem volt hatdssal a rézkoncentracidra a steril kontrollokhoz képest. Szdmos
baktériumrol (az izoldtumok 14%-a) azonban kimutattdk, hogy jelentdsen noveli az ivoviz
johnsonae, Oligella sp., Rhodococcus fascians és az Micrococcus kristinae. A rézkoncentraciot
noveld baktériumokat nagyobb gyakorisdggal izolaltdk a nagyvarosi csdvekben.
Megallapitottdk, hogy az ivoviz elosztorendszerekben eléforduldé magas rézkoncentracidok

kozvetleniil 6sszefiigghetnek a biofilmet alkot6 baktériumok természetével és jelenlétével.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A vizsgalatokhoz hasznalt tenyészetek

A munkam soran a kdvetkezo tenyészeteket hasznaltam:

= Altalam izolalt tenyészetek: Klebsiella oxytoca,

Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas putida

Staphylococcus  epidermidis,

= Az Elelmiszer-mikrobiolégia, higiénia és -biztonsag Tanszék torzsgytijteményébél vald

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

= Ivovizbdl izolalt Acidovorax delafieldii

A baktériumokat TSA taptalajon, hiitott koriilmények kozott, illetve glicerin-TSB leves 1:2

aranyu keverékben, -80 °C-on tartottam fenn.

» A Kkisérlethez 24 6ras tenyészeteket készitettem.

3.2. A vizsgalatokhoz hasznalt tapkozegek

» TSB (Tripton-szdja) leves

o

o

o

O

1000 ml desztillalt viz
17 g pepton
5 g szojaliszt

gliik6z 2,50 g

* TSA (Tripton-szdja) agar

o 1000 ml desztillalt viz
o 15 gagar
o 30gTSA
= A higitéfolyadék osszetétele:
o 1000 ml desztillaltviz
o 8,5 gNaCl
o 17 gpepton
o 5 gszojaliszt
o glik6z2,50 g

» Akiilonbozo tapkozegeket autoklavban 121 °C-on 15 percig sterileztem.
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3.3. Mikroorganizmusok azonositasa kiillonbozd személyektol
szdrmaz6 palackokrol

Az azonositashoz el6szor is kiillonbozd személyektdl kellett palackot szerezni, amelybdl az

illeté elfogyasztotta az italat. Osszesen 12 kiilonbdzd személytél szarmazé palackot sikeriilt

Osszegytijteni.

Az iires palackok szdjarol (a belsd részrol, illetve kiviil a menetes részérdl)
mintavevo palcaval mintat vettem, amelyet egy higitofolyadékba helyeztem.

A higitofolyadékbol 1 ml-t pipettdztam TSA agarra és inkubaltam 2 napig.

Az agaron kinétt kiilonbozd telepekbdl milanyag oltokacs segitségével TSA
agaron tiszta tenyészetet készitettem, majd 2 napig inkubaltam 37 °C-on.

Az igy kapott tiszta tenyészeteket MALDI-TOF MS segitségével azonositottam.

3.4. Biofilmképzés vizsgalata modell lemezeken

A K. oxytoca, S. epidermidis, S. maltophilia, P. putida baktériumok biofilm képzését kovettem

nyomon 50 x 50 mm méretii rozsdamentes acéllemezen €s 65 x 25mm méretii polipropilén (PP)

lemezen, volt. Egy vizsgélat 6 napig tartott, amelyben van egy 0. nap, 1. nap €s 6. napon vettem

mintat.

A rozsdamentes acéllemezek és a PP lemezek elokészitése:

Uveg Petri csészékbe 9-9 db rozsdamentes acéllemezt, illetve polipropilén (PP)
modell lemezt helyeztem.

Ezutan a Petri csészéket alufolidba becsomagoltam, majd autokldvban
sterileztem azokat.

A steril lemezeket ezt kovetden lehet hasznalni a kisérlethez.

A kiserlet lépései.

A kisérlethez 24 oOrés tiszta tenyészetet hasznaltam. Az OD mérd segitségével
Négyzet alakti nagyobb méretii Petri csészékbe 70 ml TSB-t mértem ki steril
mérdhengerrel.

Az elkészitett mikrobaszuszpenziobol 0,7 ml-t pipettaztam a TSB leveshez.
Egy csipeszt alkoholba martottam, majd lelangoltam, hogy steril legyen. A
csipesszel ezt kovetden a steril modell lemezeket a mikrobaszuszpenzioval

beoltott TSB levesbe helyeztem.
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V. Egy orat hagytam allni a levesben a lemezeket.

VI.  Steril csipesszel 6vatosan kiemeltem egyenként a lemezeket és oldalanként 5-5
ml steril vizzel ledblitettem, hogy az irreverzibilisen kotédd sejtek
lemosodjanak.

VII. A letisztitott lemezek koziil harmat félretettem, hogy a lemezek kiindulési
TSB levesbe helyeztem és 30 °C-on inkubdltam az 1., illetve a 6. napi
mintavételig.

VIIl. A 0. napon a lemezek feliiletér6l mintavevd palca segitségével mintat vettem,
majd higitofolyadékot tartalmazo kémcsébe helyeztem és a megfeleld tagbol
allo higitasi sort készitettem. A higitasi sor 3 tagjabol lemezontést végeztem TSA
agarral, majd 2 napig inkubéltam a lemezeket és meghatdroztam a sejtszdmot.

IX. Az 1. és 6. napon a lemezek 5-5ml steril vizzel valo oblitését kdvetden a VIII.

1épésnek megfelelden jartam el.

3.5. Palack belso feliiletén képz0do biofilm €s eltavolithatésaganak
vizsgalata

A kisérlet sordn steril csapvizzel feltoltott rozsdamentes palackokban kisértem végig az
Acidovorax  delafieldii, Staphylococcus  epidermidis, Stenotrophomonas maltophilia,
Pseudomonas aeruginosa és Pseudomonas putida mikroorganizmusok szaporodéasat és az

altaluk létrehozott biofilmek képzddését 6 napon keresztiil.

A kisérlet célja volt tovabba, hogy felmérjem a haztartasban alkalmazott tisztitasi modszerek
hatékonysagat a biofilmek eltavolitdsara vonatkozoan. Az Osszehasonlitasban az 4ltalanos
haztartasi mosogatdszeres Oblitést, illetve a mosodgatoszer €s palacktisztitd kefe egyiittes
alkalmazasat szerettem volna Gsszevetni. A mddszer soran az ¢éldsejtszdm meghatdrozasahoz

TSA agart és higitofolyadékot alkalmaztam.
3.5.1. A rozsdamentes palackok eldkészitése:

I.  Tiszta palackokba mérdhenger segitségével 500 ml csapvizet Ontdttem, majd

autoklavban sterileztem a palackokat.
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3.5.2. Biofilmképzddés vizsgalata rozsdamentes palackban

s

mikrob4nal. Ezt kovetéen higitasi tagot készitettem Ugy, hogy 10° sejt/ml legyen a
szuszpenzid koncentracidja. Az igy kapott higitasi tagbol 0,5-0,5 ml-t pipettaztam
egyenként a palackokban levd steril csapvizhez (eldkészitett palackok), igy a kiindulési
koncentracié nagysagrendileg 107 sejt/ml lett.

A palackokat ezutdn Ovatosan Osszeraztam, hogy a belepipettdzott szuszpenzid
egyenletesen eloszlassam a folyadékban.

A palackokat szobahémérsékleten taroltam.

Akisérlet sorana 0., 1., és 6. napokon vettem mintat a vizbol és a palack belso feliiletérol
a mikrobaszam meghatarozasa érdekében. Ehhez az alabbiak szerint jartam el: A
palackokat el0szor alaposan Osszerdztam, hogy az irreverzibilisen kotddd sejteket
eltavolitsam. Az adott naptdl fiiggden 3 palackban taldlhaté vizbdl, illetve annak
megfeleld tagu higitasaibél 1 ml -t pipettdztam a Petri csészékbe és TSA agar
segitségével lemezontést végeztem. Ezt kovetden a vizet 6vatosan kiontdttem, majd
steril mintavevd tampon segitségével a palackok teljes belsd feliiletérdl mintat vettem.
A tamponokat ezt kdvetden higitéfolyadékot tartalmazd kémcsdbe helyeztem és
alaposan vortexeltem a kémcsoveket (30 méasodperc). Higitasi sor készitését kovetden
lemezontést végeztem TSA agarral a higitasi sor megfeleld tagjaibol. A lemezeket
ezutan 2 napig a vizsgalt mikrobatdl fliggéen 30°C vagy 37°C -on inkubaltam, majd

megallapitottam a vizben és a palack belsé feliiletén levo sejtkoncentraciot.

3.5.3. Biofilm eltavolithatosaganak vizsgalata haztartdsban alkalmazott tisztitasi
modszer segitségével

A 3.5.2 fejezetben leirt modnak megfelelden készitettem eld a rozsdamentes palackokat
a IV-ik 1épésig. A meghatarozott napokon, azaz szintén a 0., 1., €s 6. napon végeztem 3-
3 palack esetében kétféle tisztitasi eljarast. Ennek az eredményeit ugyantgy ¢élésejtszadm
meghatarozasi modszerrel hataroztam meg.
A tisztitds az aldbbiak alapjan tortént: a meghatarozott mintavételi napon a vizet
kiontottem a 3-3 palackbol, majd ezt kvetden végeztem el a tisztitasi eljarast.
i. Oblitéses tisztitas: ennél az eljarasnal 100-100 ml mosogatdszeres steril
csapvizet mértem ki steril méréhengerbe, majd az iires palackokba ontdttem és

razogatassal atmostam azokat.
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ii. Suroldsos tisztitas: ennél a tisztitasi eljarasnal is 100-100 ml mosogatdszeres
steril csapvizet mértem ki steril méréhengerrel és ontdttem a palackokba. Ezt
kovetden feliileti fertdtlenitoszerrel kezelt miianyag palackmoso kefével
suroltam &t a palackok belso feliiletét.

A tisztitasi 1épést kovetden mind a kettd tisztitdsi modszer esetben 2 x 100 ml steril
csapvizzel Oblitettem at a palackokat, hogy a keletkezett mosogatdszeres habot
eltavolitsam.

Steril mintavevo tampon segitségével a palackok teljes belso feliiletérdl mintat vettem.
A tamponokat ezt kovetden higitéfolyadékot tartalmazd kémcsObe helyeztem és
alaposan vortexeltem a kémcsoveket (30 masodperc). Higitasi sor készitését kovetden
lemezontést végeztem TSA agarral a higitadsi sor megfeleld tagjaibol. A lemezeket
ezutan 2 napig a vizsgalt mikrobatdl fliggden 30°C vagy 37°C -on inkubaltam, majd

megallapitottam a vizben és a palack belso feliiletén levd sejtkoncentraciot.
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A palackok sz4jardl izolalt mikroorganizmusok azonositasdnak
eredményei

Az MI. tablazatban a matrix-asszisztalt 1ézer deszorpciods, ionizacids repiilési id6 mérésén
alapuld tomegspektrometridval (MALDI-TOF MS) 31 izolatumbdl 25 azonositdsa volt
lehetséges kiilonb6z6 megbizhatosag mellett: nagy valdsziniiségili fajazonositas (2,3 score érték
felett) 5 esetben, biztos nemzetség azonositas €és valdszinii fajazonositas (2,0 és 2,29 érték
kozott) 17 esetben, valoszinii nemzetség azonositas (1,7 és 1,99 érték kozott) 5 esetben A
mintak kozott tobbszor eléfordult, hogy ugyanazt a mikroorganizmust sikeriilt beazonositani,
ilyen volt a Candida albicans, Staphylococcus epidermidis, Brevundimonas diminuta,
Stenotrophomonas maltophilia. Az is megfigyelhetd volt, hogy egy nemzetségbdl tobb fajt is
sikerlilt azonositani. Az Acinetobacter nezetségen beliil megtalalhatd volt harom faj: A.
Jjohnsonii, A. beijerinckii, A. ursingii. A Microbacterium nemzetség esetén a M. maritypicum €s
a M. hatanonis, szintén két faj lett azonositva a Staphylococcus nemzetségen beliil, az S.
saprophyticus ¢és a S. epidermidis. A kapott eredmények alapjan 4 sikeresen azonositott
organizmust szakirodalmi kutatds utan valasztottam ki a kisérletekhez. Fontos még azt is
megemliteni, hogy ez a 31 izolatum néhany embernek a palackjarol sikeriilt azonositani, de
mivel a bolygén tobb, mint 7 millidrd ember van, szdmtalan mas ismert és még ismeretlen
mikroorganizmus talalhaté a szdjban. Ezzel pedig egyidejiileg a palack belsejébe olyan
mikroorganizmusok is bekeriilhetnek, amelyekrél még nincs megfeleld informacio (tulélés,

szaporodas, biofilmképzés) (Burcham et al., 2020).

4.2. A biofilmképzes modell feliileteken

A 15. 4bran az S. epidermidis sejtkoncentracidja lathaté a rozsdamentes acél -€s milanyag
modell feliileten. Megfigyelhetd, hogy mar a 0. napon a rozsdamentes modell lemez feliiletérdl
2,2 logN (TKE/cm?) sejtkoncentraciot sikeriilt kimutatni, majd ez az érték az 1. napra tobb,
mint a masfélszeresére ndvekedett. A 6. napon 0,5 logN (TKE/cm?) értékkel novekedett az 1.
napon kapott eredményhez képest. A miianyag feliileteten a 0. napon kisebb sejtkoncentracio
volt kimutathato, azonban az 1. napra ugyanazt a sejtkoncentraciot elérte, mint a rozsdamentes
feliileten. Ez majdnem a 0. napi érték kétszerese. A 6. napra pedig elérte az 5 logN (TKE/cm?)
értéket. Osszehasonlitva a két feliiletet elmondhaté, hogy mind a ketté anyagon az S.
epidermidis biofilmet képzett, azonban a milianyagon nagyobb szaporodasi intenzitas volt

kimutathat6 a 6. napra. Ez egy nagysagrendnyi sejtkoncentracio kiilonbséget jelent.
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15. dbra: S. epidermidis élésejtszamanak alakulasa rozsdamentes acél és PP modell lemez feliiletén
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crer

A rozsdamentes acél modell feliileten a 0. napon 2,0 logN (TKE/cm?) volt a kiindulési
sejtkoncentracio, amely az 1. napon kozel a duplajara novekedett. Az 1. napi mintavételt kovetd
5 nap alatt tovabbi 0,4 logN értékkel novekedett a kimutathat6 sejtkoncentracié. A mlianyag

modell feliileten a 0. napon kezdetben kevesebb sejt tudott megtapadni (1,2 logN (TKE/cm?),

crer

crer

a baktérium szaporodasanak intenzitdsa, de igy is egy nagysagrenddel nott a kimutathaté sejtek
koncentracioja. Illyen mdédon a rozsdamentes acél feliilettel megegyez6 sejtkoncentraciot ért el
a vizsgalat utols6 napjan. Mind a két feliileten tudott a K. oxytoca biofilmet képezni, és mar az
els6 napon sikeriilt megtapadnia a feliileten. A legnagyobb Iéptékli ndvekedés a 0. naprol az 1.
napra tortént a miianyag -€s a rozsdamentes feliilet esetében is. A K. oxytoca mlianyagon valo
J0 biofilmképzo tulajdonsagarol mar egy korabbi kutatasban is beszdmoltak (Abood és Ibrahim,

2017).
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16. dbra: K. oxytoca élésejtszamanak alakuldsa rozsdamentes acél és PP modell lemez feliiletén
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A S. maltophilia él6sejtszamanak alakuldsat a két modell feliileten a 17. abra szemlélteti. A
milanyag lemezen az 0. napon 2,6 logN (TKE/cm?) volt a kimutathat6 sejtkoncentracio. Egy
nap alatt ebben az esetben is a kezdeti sejtkoncentracié majdnem a kétszeresére nott. A 6. napra
is tovabb nétt a biofilmet alkoté baktériumok koncentracioja és meghaladta a 6 logN (TKE/cm?)
-t, igy az 1. naphoz képest még két nagysagrenddel ndvekedett. A 0. napon 1,6 logN (TKE/cm?)
volt a kiindulési sejtkoncentracié a rozsdamentes acéllemezen, ami az 1. napra 2,1 logN
(TKE/cm?) értékig emelkedett. Az 1. naphoz képest a 6. napra két nagysagrenddel ndvekedett.
A két feliilet kozott itt mar némi kiilonbség volt tapasztalhatd. A S. maltophilia szamara a
milanyag feliilet kedvezébbnek bizonyult a biofilmképzés szempontjabdl, de a rozsdamentes

acél feliileten is képes volt fokozatosan ndvekedni.
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17. abra: S. maltophilia élésejtszamanak alakuldsa rozsdamentes acél és PP modell lemez feliiletén
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A mtlanyag -és rozsdamentes acél modell feliileten a P. putida sejtkoncentracidjanak alakulasat
a 18. dbra koveti nyomon. Mind a két feliilet esetén a 0. napon nem volt kimutathat6 a P. putida.
Az 1. napon a miianyag feliileten intenzivebb szaporodast tapasztaltam harom nagysagrenddel
is nétt a sejtkoncentracid azonban ezt kovetden mar nem volt jelentds valtozas a biofilmet
alkotd baktériumok mennyiségében. A rozsdamentes acél feliileten is hasonld tendenciat
tapasztaltam. Ennél a baktériumnal is megfigyelheté volt, hogy a két feliileten azonos

mértékben képzett biofilmet.

18. abra: P. putida élosejtszamanak alakulasa rozsdamentes modell lemez feliiletén

7.0

5,0
A 5,0
g8
L]
a 4,0
a0
=
820

1,0 i

0,0 T

0.nap 1. nap G. nap
Tengelycim
m Maanyag modell felllet m Rozsdamentes acélmodell felulet

36



A 15-18. abran levo eredményeket a kisérletek utolsé napjan dsszehasonlitva megallapithato,
hogy mindegyik mikroorganizmus képes volt biofilmet kialakitani a millanyagon és a
rozsdamentes acél feliileten is. Az P. putida kivételével az 6sszes mikroba sejtkoncentracidja
fokozatosan novekedett mindkét feliilleten a kisérlet ideje soran. A legintenzivebb
biofilmképzodést a S. maltophilia mutatott miianyag modell feliileten. A P. putida esetében
tapasztaltam a legkisebb mértéki biofilmképzddést a rozsdamentes acél feliileten. A K. oxyfoca,
S. epidermidis azonos léptékben ndvekedett mind a két feliileten. Ehhez a két mikrobdhoz
hasonlitva a P. putida és S. maltophilia rozsdamentes acél modell feliileten hasonlo

sejtkoncentraciot ért el a 6.napra.

4.3. Biofilmképzés rozsdamentes acél palackban

A 19. dbran a vizsgalt baktériumok ¢él0sejtszamanak alakulasa lathat6, amely a palackban tarolt
vizbol szarmazott. Az S. epidermidis a 0. napon 2,2 logN (TKE/ml) sejtkoncentracié értéket
mutatott a vizben, igy ezen a napon ez bizonyult a legnagyobb koncentracionak a tobbi
mikrobahoz képest. Egy napos tarolast kdvetden enyhén novekedett a sejtkoncentracid, majd 6.
napra a kimutatasi hatar ald csokkent, ami csak ennél a baktériumndl volt megfigyelhetd. A
meglepd eredmény miatt a kisérlet 0jboli megismétlésére lenne sziikség. A S. maltophilia, P.
putida és az A. delafieldii mikrobdk esetén a 0. napon a kimutatdsi hatar alatt volt az
¢losejtszam. Az A. delafieldii esetén ez még az 1. napon is igy maradt. Az 1. napra a S.
maltophilia és P. putida sejtkoncentracidja alig haladta meg a kimutatési hatart. Kijelenthetd,
hogy ennek a két mikrobanak sikeriilt a legnagyobb koncentraciondvekedést elérnie az 1. naprol
a 6. napra. A P. aeruginosa érte el a legnagyobb ¢€16sejtszamot a vizben a 6. napon. Ez a mikroba
a tobbihez képest mas tendencidval szaporodott. A 0. naprol az 1. napra tortént meg az intenziv
sejtkoncentracid novekedés, majd az 1. naprél a 6. napra csak 0,2 logN (TKE/ml) -vel
emelkedett. Osszegezve a vizsgalt mikroorganizmusok koziil a P. aeruginosa-hoz, mint modell
biofilmképz6 mikrobdhoz hasonlitva az S maltophilia és a P putida mutatott hasonlo
tendencidju, de kisebb intenzitasu szaporodast a fém palackban tarolt vizben. Ezzel szemben S.
epidermidis csak a kisérlet kezdetén tudott szaporodni. Az A. delafieldii pedig nagyon lassu és

kis intenzitasu szaporodast mutatott.

37



19. dbra: Vizsgalt baktériumok élosejtszamanak alakuldsa rozsdamentes acél palackban tarolt vizben
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A 20. dbran a rozsdamentes acél palackok belsd feliiletén kialakult biofilm éldsejtszdm
meghatérozasnak az eredménye lathatd. A S. epidermidis-nek a 0. napon 1,8 logN (TKE/cm?)
volt a kiindulasi sejtkoncentracidja, az 1. napra azonban hirtelen novekedésnek indult és elérte
az 5,2 logN (TKE/cm?) koncentraciot, ami négy nagysagrendnyi véltozast jelent. A 6. napra
azonban a kezdeti intenziv sejtkoncentracié novekedés megallt, st a sejtek elpusztultak, igy a
kimutatasi hatar ald csokkent az ¢losejtszdm. A4 S. maltophilia felilleten a kezdeti
sejtkoncentracidja 0,6 logN (TKE/cm?), amely ezt kovetéen az 1. napon harom nagysagrend
novekedést ért el, majd a tarolas soran tovabb ndvekedett, de mar csak kisebb mértékben. A P,
putida a 0. napon az A. delafiledii sejtkoncentracio értékei a 0. és 1. napon a kimutatasi szint
alatt voltak. Az A. delafiledii a 6. napra 0,3 logN (TKE/cm?) sejtkoncentraciot ért el. A P. putida
az 1. naprél a 6. napra 6t nagysagrendnyi sejtkonventracid novekedést tapasztaltam. A P.
aeruginosa sejtkoncentracioja a kisérlet elején egy nap alatt négy nagysagrendnyit emelkedett.
Ez a kezdeti intenziv ndovekedés a kisérlet elkdvetkezd 5 napja alatt alabb hagyott és csak
tovabbi egy nagysagrenddel nétt. Osszességében azt tapasztaltam, hogy a Ps. aeruginosa-hoz
hasonldan, de kisebb mértékben, két szajiireg eredetli baktérium (S. maltophilia és P. putida)
alakitott ki biofilmet a fém palack belsd feliiletén. A S. epidermidis biofilm képzésének
megallapitasdhoz ismételt kisérlet lenne sziikséges. Az A. delafieldii biofilm képzése a mlianyag

palackokban tapasztaltakhoz képest (Dancs, 2020) jelentéktelen mértékben volt jelen. A hdrom
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feliilet koziil a PP feliilet volt a legidealisabb a biofilm kialakulasahoz. A PET palackon kozepes
mértékben tudott biofilmet kialakitani.

20. abra: Vizsgalt baktériumok éldsejtszamanak alakulasa rozsdamentes acél palack belsd feliiletén
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4.4. Tisztitasi kisérlet eredményei

A 21. abra a P. putida-val, illetve a P. aeruginosa-val beoltott palackokkal végzett tisztitasi
kisérletek eredményeit szemlélteti. Az 0. napon a két mikroba kozott kiilonbség lathato. A P
putida esetén a sejtkoncentracio értékei a kimutatdsi hatar alatt voltak, igy nem lehet
kiilonbséget tenni a tisztitdsi modszerek hatékonysaga kdzott. A P. aeruginosa-nak az 0. napon
a kontroll mérésnek az értéke 10! TKE/cm? volt, a strolasos és dblitéses modszerrel végzett
tisztitds azonban csak 0,2-0,3 logN (TKE/cm?) értékkel tudta csdkkenteni a palack feliiletére
(TKE/ecm?) volt, amit sikeriilt lecsékkenteni mind a két tisztitasi moédszerrel a kimutatési hatar
ald. A 6. napra a kontroll értéke 5,2 logN (TKE/cm?) értékig novekedett, amelyet a strolasos
modszer végiil négy nagysagrenddel tudott csdkkenteni. Az 6blitéses modszer azonban csak két
nagysagrendet tudott rajta csokkenteni. A P. aeruginosa esetén az 1. napon a kontroll
sejtkoncentracidja intenziven nétt és elérte az 5,9 logN (TKE/cm?) -t. Ennél a mikrobénal,
ahhoz képest milyen magas volt a kiindulasi koncentracid, nem sikeriilt kell6 képpen
csokkenteni az él6sejtszamot. Az 6blitésnél 0,5 logN (TKE/cm2) csokkentést sikertilt elérni, a
surolasnal 1,2 logN (TKE/cm?) -t. A 6. napon a surolasos mddszerrel két nagysagrendet sikeriilt

csdkkenteni a kontrollhoz képest, az 6blitésnél ugyantigy maradt az 1 logN (TKE/cm?)
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sejtkoncentracid csokkenés. A két moddszert dsszehasonlitva kijelenthetd, hogy a suroldsos
modszer mindkét baktérium esetében hatékonyabb az 6blitésnél. Az eltavolitas hatékonysagat
tekintve a P. putida éltal képzett biofilm érzékenyebbnek bizonyult a tisztitdsi modszerekkel

szemben.
21. abra: P. putida és P. aeruginosa élésejtszamanak alakuldsa rozsdamentes acél palack belsd feliiletén - tisztitasi kisérlet
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A rozsdamentes acél -és milanyag modell feliileteken a sz4jbol izolalt mikrobak képesek voltak
a szaporodni ¢és biofilmet képezni. Tehat egyik feliilet sem volt antimikrobalis hatassal arra,
hogy ne képzddjon rajta biofilm. Azonban a két feliilet kozott abban volt kiilonbség, hogy
milyen mértékben sikeriilt az egyes mikrobaknak biofilmet képeznilik. ElImondhatd, hogy a
milanyag feliileten két mikrobandl (S. maltophilia, S. epidermidis) nagyobb volt a
sejtkoncentracio a 6. napra, mint a rozsdamentes acél feliilet esetén. Ezéltal a miianyag feliilet
alkalmasabb volt a mikrobaknak a biofilm képzddésére. Ez azzal magyarazhato, hogy a
milanyag feliilete érdes, nem sima a kialakitasa, amely lehetové teszi a sejtek kdnnyebb
megtapadasat. A rozsdamentes acél felillet egy esetben volt kedvezobb a biofilm
novekedésének a miianyaggal szemben, az pedig a P. putida-nal volt megfigyelhet. A K.
oxytoca biofilmképzd tulajdonsidga megegyezett a két feliileten és a 6.napra azonos nagysagi
sejtkoncentraciot ért. A mikrobaknal megfigyelheté a kiilonb6z6 mértékli és intenzitasu
sejtkoncentracié novekedés. A P. putida a 0. napon nem volt képes megtapadni egyik feliileten
sem, hanem az 1. napra sikeriilt a feliilethez k6tddnie. Elmondhat6, hogy a kezdeti lasst
novekedés ellenére a 0. -és 1. nap kozott intenziv ndvekedésnek indult, amely valdszintileg
annak volt koszonhetd, hogy nehezebben alkalmazkodik a kornyezeti hatdsokhoz. Emiatt
hosszabb 1iddre volt sziikks€ég a megtapadasra, ¢s a sejteknek adaptalodniuk kellett a
kornyezethez, ami a rozsdamentes acél feliilet esetén megvalosult a 6. napig, de a miianyag
esetében ez nem mondhatd el. A mikrobaknal megfigyelhetd volt az is, hogy a legnagyobb
nagysagrendnyi valtozas a 0. és 1. nap kozott tortént, kivéve a S. maltophilia-nal a rozsdamentes
feliileten. A késobbi palackkal végzett vizsgéalatok eredményeit figyelembevéve megéllapithato,
hogy a modell lemezekkel végzett kisérletek tobb esetben hasznos informdaciot nyljtottak a
palackokban kialakul6 a biofilmképzddés eldrejelzéséhez. Emiatt a tovabbiakban lehetne még
mas tipust anyagokon is elvégezni a vizsgélatokat, illetve a kisérlet hosszan is lehetne
valtoztatni. A mikrobdk kiilonboz6 tulajdonsdgainak, kornyezeti alkalmazkodasuknak a révén
mas-mas szaporodasi tendencidval rendelkeztek, igy a 6. napra 10°-10° TKE/cm?
nagysagrendig novekedtek. Ez a nagysdgrend mar jelenthet fert6zési kockazatot amennyiben
a szervezet immunrendszere legyengiilt (Ferndndez, 2015; Tang et al., 2020). A miianyag -és
rozsdamentes acél feliilet eredményeit 6sszehasonlitva nem jelenthetd ki az a tény, hogy a
rozsdamentes acé¢l feliilet hasznalata biztonsagosabb a biofilmek ellen, azonban a biofilm
sejtkoncentracidja kisebb érétkeket mutat (103-10* TKE/cm?), mint a milanyag esetén (10°-10°

TKE/cm?).
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A rozsdamentes acél palackok belso feliiletérdl kapott eredményei valtozatosabb képet mutattak
a modell acél feliilethez képest. A S. epidermidis esetén szembetiind volt a kiilonbség. A modell
kisérletben a 6. napra 10* TKE/cm?-ig emelkedett a sejtkoncentracio, addig a palack esetén a
kimutatasi hatar ala csokkent a sejtszam. Ez magyarazhat6 azzal, hogy mas volt a tapkozeg,
emiatt a palackban levd viz tapanyagszegény kornyezetet jelentett a S. epidermidis szamaéra,
amely hosszii tavon nem alkalmas a mikroba taléléséhez, de egyben felveti a kisérlet
megismétlésének sziikségességét. A S. maltophilia mind a modell mind a palackos kisérletben
képes volt biofilmet képezni. A szaporodas mértékében volt némi kiilonbség. A P. putida a S.

maltophilia-hoz hasonléan mind a modell és palack belso feliiletén képes volt biofilmet

crer

A P aeruginosa és A. delafiledii-t egy kordbbi PP ¢és PET palackkal végzett kisérlet
eredményeivel (Dancs, 2020) Osszevetve a rozsdamentes palack kisérletek eredményeivel,
elmondhaté, hogy a P. aeruginosa sejtkoncentraciodja a 6. napra mind a harom feliileten 10°
TKE/palack nagysagrendben volt kimutathat6. Azonban a 0. és 1. nap kozott még kiilonbségek
voltak felfedezhetdek. A rozsdamentes acél feliilet esetén mar kezdetben nagyobb volt a
megtapadas, ezzel szemben a milanyag feliiletek esetén a kimutatdsi hatar alattiak voltak a
sejtkoncentracio értékek, és a kisérlet kezdetén egy nap alatt négy nagysagrendet nétt. A 6.
napig a mlanyagon nagyobb nagysagrendnyi valtozas volt tapasztalhat. Ez a mikroba mind a
harom tipusl anyag esetén stabil biofilmet képzett. A biofilmképzddés megakadalyozasara
fontos lenne, hogy minden nap tisztitva legyen a palackok, mivel ekkor még kis
sejtkoncentracioban vannak jelen a mikrobak. Az A. delafiledii a rozsdamentes acél feliileten
elhanyagolhato mértékben fejlodott, addig a PP feliileten tudott a legjobban biofilmet képezni.
A PET anyagu feliileten kezdetben megindult a sejtszaporodas, de a 6. napra lecsokkent, amely
révén megallapithat6, hogy a PET és a rozsdamentes acél feliilet nem kedvez a mikrobanak
biofilm képzddésének. A kovetkeztetésképpen a rozsdamentes palack biztonsagosabb valasztas
lehet a PET és PP-hez képest, amennyiben éppen azon gondolkozunk, hogy legkdzelebb milyen
tipusu palackra ruhdzzunk be. Ezen kiviil még tovabbi kisérletet lehetne végezni példaul

livegbdl késziilt palackkal is, hogy ahhoz is legyen viszonyitasi alap.

A modell és a palack kisérlet eredményeiben azért lehettek eltérések, mert kiilonbozhetett a
felilletek simasdga, kialakitasa, érdessége, ami daltal mashogy tudnak megtapadni a
mikroorganizmusok. Tabaco és munkatérsai (2018) viszonyitottdk egymdashoz a rozsdamentes
acelbodl és miianyagbol késziilt palackok tulajdonséagait. Megallapitottak, hogy a rozsdamentes

acél a legidealisabb anyag, mert tartdos, nem repedezik és konnyebben tisztithatod, kevésbé
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pordzus, mint a milanyag. A masik tényez0 az lehetett, hogy a modell kisérlet esetében a
folyadék kozeg TSB volt, amelyet mas id6beli lefolyassal hasznositottak, mint a palack
esetében a steril csapvizet. Emiatt lehetett az, hogy a modell kisérlet esetén az 1.napra nagyobb
nagysagrendnyi ndvekedés volt megfigyelhetd, mivel gyorsabban tudtak hasznositani a benne
talalhatd tapanyagokat, mig a palack kisérletnél pedig a vizben levd tapanyagok

felhasznalasahoz tobb idoére volt sziikségiik.

A vizsgalt mikrobdk koziil az A. delafiledii, S. epidermidis nem képzett a 6. napra jelentds
biofilmet, viszont a masik harom mikroba képes 10*-10° TKE/palack sejtkoncentracioju
biofilmet 1étrehozni, igy felmertilhet a kérdés, hogy tovabb tarolva mennyi ideig életképesek és
milyen mértékben képesek még tovabb ndvekedni, amennyiben nincs rendszeresen tisztitva a

palack.

A tisztitasi kisérlet eredményei kedvezonek bizonyultak, bar nagyobb hatékonysagra
szamitottam a tisztitdsi modszerekkel kapcsolatban. Mind a kettd vizsgalt mikroba esetén a
surolasos technika bizonyult a leghatékonyabb tisztitdsi moédnak. A P putida-nél volt
megfigyelhetd a leghatékonyabb tisztitds, ahol is a 6. napon négy nagysagrendnyi csokkenést
sikeriilt eldidézni. Az 6blitéses modszer sem elhanyagolhaté ennél a mikrobanal, de kisebb
hatékonysagunak bizonyult. A P. aeruginosa eltavolitdsa nehezebbnek bizonyult, mivel a
strolasos maodszerrel csak két nagysagrendnyi csokkenés volt elérhetd. Valoszinlisithetd, hogy
a P, aeruginosa jobb tapadasi tulajdonsaggal rendelkezik, emiatt kevésnek bizonyult a siirolasos
technika. Fontos a mikrobak kiilonb6z6 tulajdonsagai miatt, hogy idében torténjen meg a
palackok tisztitasa, ezzel megakadalyozva azt, hogy erds, stabil biofilm réteget alakitsanak ki.
Torekedni kell a rendszeres mosogatoszeres, tisztito kefével torténd palack tisztitasra, mivel az
eredményeket figyelembevéve a stiroldsos modszer a legalkalmasabb a biofilm eltavolitasara,
azonban nem minden mikroba altal képzett biofilm eltavolitdsdra megfeleld. Amennyiben
lehetdség van ra minden Ujra toltés eldtt ajanlott egy gyors oblités alkalmazasa, ezzel is
hozzajarulva ahhoz, hogy akéar az Gsszerdzas révén az Gjonnan megtapadt sejtek levaljanak.
Hetente pedig javasolt lehet vegyszeres tisztitas, példaul ecetes forrd vizzel, ami utdn alaposan
oblitsiik ki a palackot. Tovabbi kisérleteket lehetne végezni tisztitdsos modszerekkel, hogy
sz€lesebb képet kapjunk arrol, hogy milyen mértékben lehet eltdvolitani a kialakult biofilmeket.
Esetleg mas tipusu tisztitdsi mddszert is lehetne kiegészitésként alkalmazni. Ajanlott lehet
mosogatogépbe is betenni, amennyiben a palackon feltiintetésre keriil, hogy alkalmas a

mosogatdgépben valo tisztitasa.
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6. OSSZEFOGLALAS

A diplomadolgozatom egy fontos, de anndl kevésbé a koztudatban jelenlévd témaval
foglalkoztam, vagyis a rendszeresen hasznalt ivopalackokon kialakult biofilmekkel. Nemcsak
az ipari- vagy ivovizrendszerek kornyezetében (csovek, tarold tartalyok), beiiltetett orvosi
eszkozokben és természetes vizi rendszerekben alakulhat ki biofilm, hanem a mindennapokban
hasznélatos hasznalati cikkeknél is, mint az ijra hasznalhat6 rozsdamentes acél palack vagy a
mindennapokban legtobbet hasznalt PET palackokban, amennyiben azt tobbszor is hasznaljak.
A legtobb fogyaszté valdsziniileg tudja, hogy a nem tisztitott palackokban a
mikroorganizmusok elszaporodhatnak. Azt azonban nem biztos, hogy tudjak, hogy biofilmet
képezhetnek, ami példaul eldidézhet egy legyengiilt immunrendszerrel rendelkezd személynél

fertdzést vagy rosszullétet.

Az elvégzett kisérletek altal képet szerettem volna arrdl kapni, hogy milyen mikrobakat lehet a
palackok szajardl azonositani, amelyek képesek biofilmet képezni kiilonboz6 feliileteken.
Szakirodalmi kutatéas utan az azonositott mikrobak koziil néhanyat elészor rozsdamentes acél -
¢s milanyag modell feliileten vizsgéltam, hogy megallapitsam képesek-e és ha igen milyen
mértékben biofilmet képezni. Az elsd kisérleti rész utan kovetkezhetett a rozsdamentes acél
palackokban valé biofilmképzddésnek nyomonkdvetése, majd a kapott eredmények
Osszehasonlitasa egy korabbi PET és PP palackokkal végzett vizsgalattal, hogy megtudjam a
kiilonb6zé anyagok befolyasoljak-e a biofilmképzddést. Végezetiil tisztitdsi kisérlet arra

vonatkozoan, hogy egyes tisztitasi technikdk mennyire hatékonyak a biofilm eltavolitasaban.

A palackok szdjarél 31 mikrobat izoldltam, amelybdl 25-6t sikeriilt azonositani. Szakirodalmi
kutatas utan a kovetkezd négy mikrobat valasztottam ki tovabbi vizsgalatok céljara: K. oxytoca,

P. putida, S. epidermidis, S. maltophilia.

A modell kisérletek eredményeit tekintve kijelenthetd, hogy mindegyik mikroba képes volt
biofilmet képezni a milanyagon -€s rozsdamentes acél feliileten egyarant. A feliiletek kozott
abban volt kiilonbség, hogy milyen mértékben volt képes biofilmet képezni az adott feliileten a
mikroba. A milanyag feliileten a S. maltophilia és S. epidermidis-nél volt megfigyelhetd, hogy
a sejtkoncentracid nagyobb volt a rozsdamentes acél feliilethez képest. P. putida esetében a
rozsdamenetes acél feliilet volt kedvezObb a biofilm kialakuldsanak, a K. oxytoca esetében
pedig azonos mértékii biofilm képzoditt mind a két feliileten. A kisérlet utolsdé napjan mért
sejtkoncentracid értékek (103-10° TKE/cm?) potencidlis fertézési kockazatot jelenthetnek,

amennyiben a humén szervezet legyengiilt. Az eredményeket dsszehasonlitva nem jelenthetd
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ki teljes bizonyossaggal, hogy a rozsdamentes acél alkalmasabb és biztonsdgosabb a biofilm

kialakulds megel6zését tekintve.

A rozsdamentes acél palackok vizsgélata soran arnyaltabb képet kaptam. A P. aeruginosa
esetében mértem a legnagyobb sejtkoncentraciot a 6 nap alatt. A P. putida és A. delafieldii
sejtkoncentracidja a 0. napon a kimutatasi hatar alatt volt. Az A. delafieldii nem volt képes
jelentds biofilmet képezni a palack feliiletén. A P. putida és S. maltophilia esetében hat nap alatt
stabil biofilm alakult ki. A S. epidermidis sejtkoncentracidja a kezdeti ndvekedés ellenére a 6.
napra a kimutatasi hatar ala csokkent, ami a modell kisérletnél nem volt tapasztalhat6, Ez annak
tulajdonithatd, hogy mas volt a két kisérlet tapkdzege, €s a vizet, mint tdpanyagszegény

kornyezetet nem tudta megfelelden hasznositani

A PET ¢és PP palackok eredményeivel dsszehasonlitva elénydsebb a rozsdamentes palackok

hasznalata, de tovabbi vizsgalatok sziikségesek ennek bizonyitasdhoz.

Az tisztitasi kisérlet soran két modszert hasznaltam, amely a héaztartdsokban rutinszeriien
alkalmaznak. Az 6blitéses (mosogatoszeres steril viz) €s a suroldsos modszert (strolokefe +
mosogatoszeres steril viz) szerettem volna dsszehasonlitani egymassal €s a kontroll méréssel,
hogy milyen mértékben és mennyire hatékonyak ezek a tisztitasi eljardsok. Mind a kettd
vizsgalt mikrobdnal elmondhat6, hogy mind a kettd modszer a kontroll értékhez képest
csOkkentette a sejtkoncentraciot, azonban a sturoldsos modszer bizonyult a leghatékonyabbnak.
Fontos még megemliteni, hogy a mikrobdk megtapadasa k6zott kiilonbség volt megfigyelhetd,

emiatt torekedni kell arra, hogy idében és megfelelden torténjen meg a palackok tisztitasa.

Tovéabbiakban érdekes lehet tovabbi vizsgalatokat végezni példaul egy tobb mikrobabol allo
biofilm képzddésérdl, mivel az emberi sz4jrol alapbol a palack szdjara €s belsejébe a nyallal
tobbféle mikroorganizmus jut rd/be egyszerre. Ebbdl lehetne azt is vizsgélni, hogy milyen
sejtkoncentracioban képes biofilmet képezni, valamint mely nemzetség/faj lehet a dominéans a
biofilm képzddés soran. Ezen kiviil kiilonb6zé anyagokon is ellehetne végezni ¢és
Osszehasonlitani a kapott eredményeket. Végiil pedig itt is lehetne tisztitasi kisérletet

alkalmazni.

Az elvégzett kisérletek €s az arra kapott eredményeim alapjan elmondhaté, hogy sziikség lenne
a fogyasztok tdjékoztatasa arrdl, hogy a tobbszor Ujra hasznalt palackok esetén mennyire
sziikséges az, hogy rendszeresen és alaposan tisztitva legyenek. Olyan kezdeményezés is
indulhatna ennek érdekében, hogy idében mar a kisiskolds korban a gyerekeket neveljék és

0sztondzzEek arra, hogy palackjaikat / kulacsaikat rendszeresen tisztitsak.
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9. MELLEKLETEK

M1 tablazat: 31 ismeretlen minta MALDI-TOF MS-sel valo azonositasanak eredményei

Minta | Organizmus (legjobb Pontszdm | Organizmus (mésodik Pontszam
1D egyezes) értéke legjobb egyezés) értéke
1/1 Ochrobactrum anthropi 2,47 Ochrobactrum anthropi 2,46
3/1 Ismeretlen 1,24 Ismeretlen 1,22
32 Acinetobacter johnsonii 2,19 Acinetobacter johnsonii 2,07
3/3 Microbacterium 2,28 Microbacterium liquefaciens 2,25
maritypicum
3/4 Ismeretlen 1,55 Ismeretlen 1,46
3/5 Candida albicans 1,88 Candida albicans 1,87
3/6 Ismeretlen 1,45 Ismeretlen 1,43
4/1 Staphylococcus 2,13 Staphylococcus 1,92
saprophyticus saprophyticus
4/2 Microbacterium 2,35 Microbacterium maritypicum 2,21
maritypicum
5/1 Pseudomonas oryzihabitans 1,71 Ismeretlen 1,57
5/2 Acinetobacter beijerinckii 2,01 Acinetobacter beijerinckii 1,98
5/3 Meyerozyma guilliermondii 2,29 Meyerozyma guilliermondii 2,27
6/1 Ismeretlen 0,00 Ismeretlen 0,00
6/2 Staphylococcus epidermidis 2,08 Staphylococcus epidermidis 2,06
6/3 Streptococcus mitis 2,02 Streptococcus mitis 2,00
7/1 Enterobacter hormaechei 2,36 Enterobacter cloacae 2,35
7/2 Klebsiella oxytoca 2,29 Klebsiella oxytoca 2,28
7/3 Brevundimonas diminuta 2,09 Brevundimonas diminuta 2,07
8/1 Sphingobacterium 2,12 Ismeretlen 1,69
daejeonense
8/2 Stenotrophomonas 2,03 Stenotrophomonas 1,94
maltophilia maltophilia
8/3 Stenotrophomonas 2,05 Stenotrophomonas 1,91
maltophilia maltophilia
10/1 | Delftia acidovorans 2,06 Delftia acidovorans 2,06
10/2 | Brevundimonas diminuta 2,08 Brevundimonas diminuta 2,05
10/3 | Staphylococcus epidermidis 2,12 Staphylococcus epidermidis 2,06
11/1 Enterobacter cloacae 2,47 Enterobacter cloacae 2,38
11/2 | Acinetobacter ursingii 2,20 Acinetobacter ursingii 2,14
11/3 Enterobacter cloacae 2,41 Enterobacter hormaechei 2,38
12/1 | Microbacterium hatanonis 1,78 Ismeretlen 1,64
12/2 | Pantoea agglomerans 1,93 Pantoea agglomerans 1,73
12/3 | Pseudomonas putida 2,17 Pseudomonas putida 2,03
12/4 | Candida albicans 1,94 Candida albicans 1,88
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