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1.Bevezetés

A zo6ldségek ¢és gylimolesok fogyasztdsa sokban hozzajarul az egészséges életmod
fenntartasahoz, a szervezetben oldott vitaminok, rostok, antioxidansok révén.

A salata (Lactuca sativa) a vilagon széles korben ismert és termesztett zoldségféle. A
mindennapi ételek része, fogyasztjdk az egészséges életmod irant elhivatottak, akik
testtomegiikb6l  szeretnének  csOkkenteni, valamint magas vérnyomastol-  és
koleszterinszinttdl szenvedok.

A ,ready to eat” vagyis fogyasztasra kész ételek csoportba sorolt, salata kiilonlegességek
barmely ¢élelmiszerboltban kdnnyen beszerezhetdk.

Az egyszerli termesztéstechnoldgidnak koszonhetden konyhakertben is nevelhetd
novények esetében, a fogyasztaskor nem sokszor gondolunk bele, hogy milyen kérokozo,
toxin, novény véddszer maradvany keriilhet a szervezetiinkbe. A hdkezelés nélkiil,
legtobbszor csak vizzel ledblitett saldta készitmények minden évben enteralis eredeti
megbetegedések és jarvanyok forrasal. Ez a vilagon a betegségek leggyakoribb oka. A
fejlett nyugati orszagok lakossdganak is mintegy 10 %-a betegszik meg évente
¢lelmiszerartalmak kovetkeztében.

A salatafogyasztas novekvo trendje tehat ndveli a kockazatat az emésztérendszeri
megbetegedéseket okozo opportunista koérokozd baktérium szervezetbe keriilésének.
llyenek a Clostridium-, Listeria-, Saphylococcus-, mint Gram-pozitiv-, ¢és a
Campylobacter-, Enterobacter- (benne E. coli), Salmonella-, Yersinia-, Vibrio-, mint
Gram-negativ nemzettségek.

Ezek az emberi egészségre veszélyt jelentd baktériumok a vegetativ fazis barmely
idészakdban, a vetés kezdetétdl, szennyezett Onto6zOvizzel, betakaritasig barmikor
bekeriilhetnek a novényi részekbe.

A korokozok szervezetbe keriilése esetén az legnagyobb kockdzati csoportot az iddsek,

immundeficiens emberek, terhes nok, kisgyerekek jelentik.



2. A munka célja

A munkdm célja, hogy informaciot gyljtsek a nyersen fogyasztott salata ndvények
mikrobiologiai kontamindcidjarol, fejes salata kisérletben.

A vizsgalat soran a modellkisérletben, az Ontozdévizzel kijuttatott mikroorganizmusok
kimutatasara torekszem a kovetkezd nyolc hétben, a kisérleti novények kiillonb6zo
részeibdl (hajtas, gyokérzet). A vizsgalatban Escherichia coli (ATCC 11775) és Listeria
innocua (- monocytogenes modellezésére) (ATCC 33090) baktériumtorzsekkel torténik az
0ntozoviz szennyezese.

Vizsgalni tervezem az egyszeri pontszennyezés id6beli hatasat tenyészedény kisérletben. A
kijuttatott mikroorganizmusok kitenyészthetd ¢él6 sejtszamanak iddébeli alakuldsan
keresztiil.

Kérdésként meriil feliil ugyanis, hogy az opportunista patogén mikroorganizmusok, milyen
mennyiségben inkubalodnak-, és hogyan alakul a térbeli eloszlasuk a ndvényekben. Van-e
kiilonbség a kiilonb6zé novényi részek (hajtas-gyokér, 0j- illetve Oreg hajtasrészek)
szennyezettsége kozott?

A novényi szovetekbdl szelektiv taptalajon kitenyésztett Escherichia coli és Listeria
innocua telepeket Matrix Asszisztalt Lézer Deszorpcios és lonizacios tomegspektrométer
(MALDI-TOF MS) segitségével tervezem azonositani, annak megerdsitésére, hogy a
novényi részekbdl kitenyésztek izoldtumok valoban a kezelésben felhasznalt oltdanyag

torzsek voltak.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Zoldségfélék szerepe a taplalkozasban

A zoldségfélék lagy szarh, intenziv miivelést kivand, nyersen vagy feldolgozva emberi
taplalékul szolgald, nagy biologiai értékii, sok vitamint, dsvanyi sot, iz- és zamatanyagot
tartalmazo novények (Baldzs és munkatdarsai,1994).

Epidemiologiai vizsgalatok Osszefliggést mutattak ki a megndvekedett zoldségfogyasztas
¢és a kronikus betegségek, példaul a rak, a sziv- és érrendszeri betegségek ¢és az életkorral
Osszefliggd funkcionalis hanyatlas csokkent kockazata kozott (Kim és munkararsai, 2016).

A rosttartalom egy része ballasztanyagként jelenik meg a tapcsatorndban, a
cellulézszarmazékokat tartalmazd vegyiileteik miatt. Taplalkozasélettani jelentdsége igen
nagy, foként a kisebb fizikai igénybevételli tdrsadalmakban, mivel a kevesebb mozgas a
bélcsatorna gyengébb miikodését eredményezi, ezéltal az emésztés lelassuldsat is egyben.
A salakanyagok rendszeres kiiiriilése alapvetd jelentOségli az emberi szervezetben,
masként a méreganyagok egy része bekeriilhet a véraramba (Hdjos, 2020). Az emberi
szervezet megfeleld funkcionaldsahoz elengedhetetlen fontossaggal bir az elegendd élelmi
rost fogyasztasa (Panyor és Hipszki, 2022). Zsirtartalmuk nem jelentds, igy a
zoldségnovények fogyasztasa a diétds taplalkozas fontos eleme lehet. A lebontas soran
hamujuk lugos kémhatasti, amely a savas kémhatast ceredlidk és hisok kdozombdsitésére
kival6. A nagyobb aranyu zoldség fogyasztast indokolja, hogy a magyar lakossag
taplalkozasaban tobbnyire mérsékelt a rost €s az dsvanyi elem bevitel.

Bioaktiv anyagokban gazdagok, pl. kapszaicin, allicin, likopin, szulforafan, melyek
gyogyaszati jelentdsége kiemelkedd. A természetes forrasbol szarmazd vegyiiletek
jelenléte az oxigénbdl szarmazd szabadgyokok megkotésére kivaldan alkalmas.
Taplalkozasunkban igen fontos a hatékony védekezd rendszer kiépitése, hogy a betegségek
kialakulasat megel6zhessiik. Ebben a zoldségfélek szerepe kiemelt jelentdségli, mint
antioxidans enzimek, kiilonb6z6é vitaminok, folsav, szinanyagok stb. forrasai. Ezen
tulmenden kivalo iz- és zamatanyag forrasok. Eléfordulhat, hogy kéros anyagokat
halmoznak fel (pl. nitrat, oxalsav), azonban a megfeleld termesztési mod ¢és fajta
alkalmazasaval ez jelent6sen csokkenthetd (Hdjos, 2020).

Az egészséges taplalkozas kialakitdsdhoz a kiilonféle élelmiszereket ¢és folyadékokat
megfelelé aranyban, mennyiségben ¢és valtozatosan kell fogyasztani. Az élelmiszer
mennyiségét befolyasolja a napi energiasziikséglet, amely fiigg a nemtdl, az életkortol, az

aktualis testtomegt6l, a sportolasi szokasoktol és a napi fizikai tevékenységtol (Pfau és
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Munkatarsai, 2018). Hazankban a zoldségfogyasztas kdzepes szintli, az ezredforduld ota
100 kg/f6/év, éves eloszlasa egyenldtlen. A fogyasztas idOszakanak eloszlasanak 50 %-a
nyar végére, Osz elejére teheté (kb. 4 honap), mig januartdl aprilisig étrendi aranya igen
alacsony. Tovabbi problémat jelent a termékszerkezet (faj szortiment), ami a fogyasztas
egysiklisagat okozza. Az elfogyasztott zoldség 2/3-a 10 ndvényfajbol all, ezen beliil is 5 faj
(fejes kaposzta, paradicsom, paprika, gorogdinnye, vordoshagyma) képezi az 0Osszes
elfogyasztott zoldségnovények 50 %-at, mig a maradék 3/4-ed része uborka, sargarépa,
petrezselyem, zéldborsd, zoldbab.

A levélzoldségek taplalkozas-élettani jelentdségiiket tekintve megfelelnek a korszerii
kovetelményeknek, mivel a rosttartalmuk és asvanyi-anyag tartalmuk nagy (foként Fe és
Mg), igy kedvezd az étrendi hatasuk. Energia tartalmuk kicsi, konnyen emészthetdk,
ezaltal fogyokuras étrendekbe is jol beilleszthetdek. Szines leveleikkel dekorativak, ezaltal

hidegtalak diszitésére is alkalmasak (Hdjos,2020).

3.1.1 A saldta taplalkozasi jelentOsége

Taplalkozasi jelent6sége nem elsdsorban vitamin- vagy asvanyianyag-tartalmaban, hanem
a téli, kora tavaszi szegényes zoOldségvalaszték bovitésében relik. Az eltérd iltetési
idépontok miatt mas fény- és homérsékleti koriilmények kozott termesztik, ennek
megfeleléen a levelekben eltéré az emberi szervezet szamara fontos Al-, B1-, C- és E-
vitaminok mennyisége. A késo tavaszi, nyari fajtak tobbszoros mennyiségben tartalmaznak
C-vitamint, az liveghdzakban vagy a folia alatt télen hajtatott fajtdkhoz képest. A fejes
salata asvanyianyag-tartalma - a tobbi levélzoldségféléhez hasonldan - nagy, kiilondsen
mészben, vasba és foszforban. Ezek mennyisége - szemben a vitaminokkal - kisebb
mértékben valtozik, a fénytdl és a hdmérséklettdl fliggden, igy ezekben az anyagokban a
téli iddszakban termesztett salata is viszonylag gazdag (Hdjos,2020).

A salata jelentds mennyiségli vizben oldodo antioxidanst tartalmaz, mint a C-vitamin és a
kiilonféle fenolos vegyiiletek (fenolsavak, antocianidinek), valamint a lipidben oldodo
antioxidansok, példaul a lutein vagy a tokoferolok. Feltételezték, hogy a salata fogyasztasa
javitja mind a lipoprotein profilt, mind az antioxidans allapotot, ami kardiovaszkularis

védo hatast eredményez (Nicollea és munkararsai, 2004).



3.2 Fejes salata (Lactuca sativa) jellemzése

Magyarorszagon a legutobbi idokig a salata alatt a halvanyzold szinii fejes salatat értette a
koznyelv. Az elmult években, kdvetve a salatafogyasztasi trendeket, kiilonbozé fajtak
széles valasztéka szerezhetd be kereskedelmi forgalombol.

A fejes salata a legrégebben ismert és termesztett, Europaban és Magyarorszagon a
legelterjedtebben fogyasztott salatafg. Egykoron primér terméknek szamitott, az elsd
szedéseket tobbnyire a husvéti iddszakra idOzitették. Hazénkban napjainkra
idényzoldségbdl egész évben termesztett aruva valt, tobbféle termesztési modja és sok
fajtatipusa miatt egész évben fogyaszthat6 friss allapotban. Tobb szaz kiilonb6zd valtozata
l1étezik, kiilonbség leginkabb formajukban, szinlikben, mintsem iziikben rejlik. A
kiilonbo6z6 fejes salatak szine a vildgos zoldtdl egészen a sotét lilaig terjedhet, ugynevezett
z0ld iziik van, jellemzden kicsit kesernyés (Biro és munkatdrsai, 2016). Viszonylag rovid

(10-14 hét) életciklust névény (Pink és Keane, 1993).

3.2.1 Fejes salata morfoldgidja

A Lactuca sativa egynyari novény, vékony csapgyokérrel, felallo, felsé részén elagazd
szarral. A levelek spiralisan helyezkednek el, rozettat vagy fejet alkotnak. Alakjuk
hosszukastol harant ellipszisig, kor alakutél hdromszogig terjedd, osztatlan szogletesig
terjed. A levél széle egésztdl fogazottig terjed, gyakran gondor. A szar levelei hosszukasak,

elliptikusak, sziv alaktak. (Kristkova és munkatdrsai, 2008)

3.3. Sotartalom hatasa a fejessalata fejlodésére

A salata az egyik leggyakrabban hasznalt salata zoldség, és viszonylag soérzékeny
noévénynek tartjak. A sotartalom az Egyesiilt Allamok valamennyi fontos salatatermeszt6
stlyosbitja az éghajlatvaltozas. A sotartalom a novényekre gyakorolt hatasal k6zé tartozik
a celluléris vizhidny, az iontoxicitds, a tadpanyaghianyok és az oxidativ stressz, amelyek
novekedési gatlashoz, molekularis karosodashoz és akar novény pusztulasahoz is
vezethetnek. A talaj magas sotartalma az also levelek viz tartalmanak csokkenését, a
sztdma bezarodasat és a sejt turgor nyomasanak és expanzidjanak elvesztését eredményezi,
ami csokkenti a fotoszintetikus sebességet és a levélfeliiletet (Xu és Mou, 2015), illetve,
ami csokkenti a novényi biomasszat, tovabba a levelek égését és korai oregedését okozza

(Adhikari és munkazdrsai, 2019).



3. 4 A viz szerepe a zoldségtermesztésben

A zoldségfélék friss tomegének mintegy 90%-at a viz teszi ki, és minden életfolyamatnak
alapfeltétele a viz jelenléte. A vizet tulnyomoérészt a gyokerek veszik fel a talajbol, de mas
novényrészek is képesek vizfelvételre. A novények vizellatottsagat kornyezetiik
fliggvényében vizsgalhatjuk, mert az fligg a levegd viztartalmatdl és a gyokérzona
vizszolgaltatdo képességétol. Ezeket pedig befolyasolja sok egyéb kornyezeti tényezd is,

kiilonésen pedig a fény és a hdmérséklet (Baldzs és munkatdrsai, 1994).

3.5 Baktériumok akkumulaci6ja a novényi részekben

A friss zoldségtermékek élelmiszer eredetii korokozokkal torténd kontaminacioja aggodalomra
ad okot, mivel ezek a termékek minimalis feldolgozason esnek at, vagy nyersen fogyasztandok
(Boodram és munkardrsai, 2022).

Az elmult években, egyre gyakrabban izolaltak Escherichia coli O157:H7-et friss salata
termékek mellett, babesirabol, sargadinnyébdl, almabol. A mechanizmus, amely révén a
mikroba bekeriil a névénybe, nem teljesen ismert. Az egyik hipotézis szerint a novény
akkor fertézOodik, ha a termesztés soran nem megfeleloen kezelt tragyaval tragyazott
foldeken termesztik (Beuchat, 1999).

Az E. coli O157:H7 baktérium behurcolasanak egy masik modja a szarvasmarha tiriilékkel
szennyezett vizzel vald ont6z€s vagy a szennyezett felszini vizfolyassal valo érintkezés
(Ackers és munkatarsai, 1998).

A kozelmultban szamos E. coli O157:H7 kitorést hoztak Osszefliggésbe a szennyezett
vizzel kapcsolatosan (CDC, 1999).

Tovéabba tanulmanyok kimutattak, hogy a korokozo képes hosszabb ideig tilélni a vizben
(Chalmers és munkatdarsai, 2000).

A salatatermesztési gyakorlatok altalaban tartalmaznak egy oOblitési 1épést, amelynek soran
a leveleket 100-200 ppm szabad klort tartalmazo csapvizzel fert6tlenitik (Beuchat és
munkatdrsai, 1998). Ez a klortartalom bizonyitottan csak csekély mértékben csokkenti az
E. coli O157:H7-t a salataszovetek feliiletén (Solomon és munkararsai, 2002).

Solomon és munkardrsai (2002) megvizsgaltak, hogy az E. coli O157:H7 szennyezett
tragyaval vagy ontd6z6 vizzel érintkezd gyokérrendszerbdl is atjuthat a ndvényi
érrendszeren keresztiil az ehetd részekbe. Ebben a tanulmanyban, kimutattak az E. coli
O157:H7 atvitelét a salatanovényekre a talajba keriilt szennyezett tragyabodl, tovabba

szennyezett vizzel torténd arasztasaval.



3.6 Escherichia coli jellemzése

Az Escherichia coli az Enterobacteriaceae csaladba tartozik. Gram-negativ, 1-5 um
nagysagu, sporat nem képezd palca alaka baktérium. Fakultativ anaerob, a gyakorlatban
aerob modon tenyésztjiik. Konnyen tenyészthetdé mikroba, altaldnos taptalajon jol
szaporodik, az epesavakkal szemben érzékeny. Az emberi és allati bélcsatornaban szinte
mindig megtalalhatd a normal flora részeként. Képes laktéz bontasara. ,,0”, ,K” és ,,H”
antigénekkel egyarant rendelkezik, bar egyes torzsek lehetnek tok- és csillomentesek is.
Nem teljesen ismert, hogy milyen tulajdonsagaik, faktorok alapjan lesznek az E. coli
torzsek mar orakkal a sziiletés utan részei a vastagbél normal flérdjanak. Egyes torzsek
permanensen megtapadnak, mig masok csak dtmenetileg mutathatéak ki a béltartalomban.
Feltehetden kiilonbozd adhezineknek, illetve olyan metabolikus képességnek lehet ebben
szerepe, mely a vastagbél floraban meglévd oriasi vetélkedés mellett biztositja e torzsek
megtapadasat és taplalékhoz jutasat. Altalaban az Escherichia coli torzsek betegséget, csak
stilyosan immunkompromitalt betegekben okoznak. Enterohaemorrhagias (EHEC) E. coli-t
a nyolcvanas évek elején izolaltak eldszor nem kelléen atsiitott hamburger altal okozott
hasmenéses jarvanyokban (Arthur és munkatdrsai, 2004). Onmagéban a Shiga toxin
termelést tobb, mint szaz E. coli szerotipuson beliil leirtak, az esetek tobbségében ezek a
torzsek feltehetden az adhézio hianya miatt nem okoznak emberi betegséget (ezeket Shiga
toxin termeld, STEC torzseknek nevezziik). A felnétt allatok (leggyakrabban
szarvasmarha, kecske, juh) bélcsatornajaban a STEC ¢és EHEC torzsek gyakorta
megtaldlhatoak, ott tiineteket nem okoznak. Az emberi fertézések egyik gyakori modja a
sz€klettel szennyezett (pl. vagohidi feldolgozas sordn), nem kellden hdkezelt élelmiszer
fogyasztasa, tehat a fertézés joggal tekinthetd zoonozisnak. Emellett ivoviz, fertézott
vizzel ont6zott zoldség, gyiimoles konzervek is terjeszthetik az EHEC-et. Az alacsony
fert6z6 dozis (kb. 1000 csira) magyarazza, hogy kozvetlen emberi vagy allati kontaktus
(allatok simogatasa), s6t, egyes feltételezések szerint akédr levegd utjan vald atvitel is

felelOs lehet a terjedésért (Pal, 2013).

3.6.1 Escherichia coli fertdzés bemutatasa

A fejes salata (Lactuca sativa) az 1973 és 1997 kozott az Egyesiilt Allamokban az
¢lelmiszer eredeti megbetegedésekben leggyakrabban érintett friss termékek kozé
tartozott. Az Escherichia coli O157:H7 a leggyakoribb bakterialis korokozo az ezzel az

arucikkel és mas leveles zoldségfélékkel dsszefiiggésbe hozott jarvanykitorésekben.
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Nagyobb populacioméretet ért el a fiatal leveleken, mint a kozépsé leveleken, érett
salatafejekbdl betakaritott leveleken, ami arra utal, hogy a levelek kora befolyésolja a
betakaritas eldtti és a betakaritas utani allapotot.

Ercolani és tdirsai kimutattak, hogy az E. coli és a Salmonella enterica serovar
Typhimurium talélt a szant6f61don a fejes salata teljes vegetacios idoszaka alatt, egészen a
betakaritasig. Islam és munkatarsai ujabb vizsgalatai bizonyitottak, hogy az E. coli
O157:H7 ¢és a Salmonella serovar Typhimurium fennmaradhat a salata- és
petrezselyemndvényeken a szantofoldi termesztésben a fiatal palantdk szennyezett
tragyaval vagy ontdzévizzel torténd beoltasatol kezdve, egészen néhany nappal azutan,
hogy betakaritottak (Brandl és Amundson, 2008).

A salataleveli zoldségek zoonozisos korokozokkal vald szennyezddésének atviteli
utvonalai kozé tartozik a hajtdsok kelése a nem megfelelden komposztalt allati
hulladékokon, valamint a levelekre esé csapadék, valamint az 6nt6zés vagy a szennyezett
vizzel vald eldrasztds. A rovarok altal okozott karok természetes sebnyilasokat
biztositanak, mig a fitopatogének altal okozott karosodas eldsegitheti az E. coli O157
kolonizacigjat azaltal, hogy veszélyezteti a névény természetes védekezd mechanizmusait
¢és megkoti az antimikrobialis vegyiileteket (Quilliam és munkararsai, 2012)

Az organizmus a hdmérséklettdl fliggden tobb hétig is €életben maradhat ioncserélt vizben
¢és tovizben. Feltételezések szerint a salatafoldek ontdzésére hasznalt szennyezett viz volt a
forrdsa az E. coli O157:H7 fert6zés tobb allapot kitdrésének, amely a mesclun salata
fogyasztasaval kapcsolatos 1996-ban (Islam és munkatdrsai, 2004).

A betakaritas elotti termelés soran az E. coli fertozés lehetséges forrasai a kovetkezok:
rossz dolgoz6éi higiénia, 4allatok behatoldsa ¢és székletiirités a termdfoldekre;
komposztalatlan vagy kezeletlen tragya haszndlata; szennyezett 6ntdz6viz hasznalata és
szennyezett berendezések haszndlata.

Mivel a salatat névleges elkészitéssel fogyasztjak, a novényi korokozok elleni védekezés
a szantofoldi peszticidekkel, valamint a zoondzisok elleni védekezésre korlatozodik.
Nyilvanvalo, hogy a fogyasztasra kész salatandvények bélben oldodo baktériumok altali
endofita kolonizacidja fontos kdzegészségiigyi kovetkezményekkel jar.

A levelek epifita fertdzésével ellentétben az internalizalt baktériumokat nem lehet konnyen
lemosni vagy fertdtlenitdszerekkel kezelni €s még a bélbe vald atjutast is eldsegithetik.

A bélben oldodo baktériumok azon képességét, hogy aktivan kolonizaljanak szdmos
mezdgazdasagi szempontbdl fontos novényt, csak meglehetdsen nemrégiben ismerték fel,

mint egy jelentds kozegészségiigyi problémat. Korabban azt gondoltak, hogy a ndvények
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human korokozo baktériumokkal, példaul E. coli O157-tel és Salmonella-val valo a
levélfeliiletek passziv szennyezddése, pl. esO froccsenése vagy OntdozOviz hatdsara
kovetkezik be. Azonban egyre tobb kutatasi eredmény mutatott ra arra, hogy a bélben
0ldodoé baktériumok olyan molekuléris és fizioldgiai mechanizmusokkal rendelkeznek,
amelyek lehetové teszik szamukra, hogy sikeresen megtelepedjenek és taléljenek a
novényi kornyezetben. Quilliam és munkardrsai a tanulmanyban kimutattak, hogy a salata
E. coli O157 kolonizacidjanak lehetOsége salata fata fiiggd. Az internalizalddott vagy
nagyon erdsen a levélhez tapadt E. coli O157 metabolikus aktivitasa sokkal nagyobb volt,
mint a levél felszinén 1évo sejteké, ami arra utal, hogy ezek a sejtek nem csak tulélnek
ebben a kornyezetben, hanem aktivan metabolizaljak a novényi eredetii tapanyagokat.
Ezenkiviil a salata fgjta E. coli O157 aktivitasara gyakorolt hatasa a gyokérzonaban is
nyilvanvalo volt, amit olyan fajtaspecifikus tényezdk kozvetithetnek, mint a gyokérvaladék
¢s a mikrobialis kozosségek kiilonbségei

A bakterialis endofitak bejutasanak modjai kozé tartoznak a gyokér-, és a levélfeliiletrdl
kozvetlen behatolas, és a szennyezett talajon torténé magok kikelését kovetden keresztiil is

(Quilliam és munkatarsai, 2012).

3.7 Listeria monocytogenes jellemzése

A Listeria monocytogenes egy Gram-pozitiv, rovid (0,5-2 um) hosszisagt, fakultativ
anaerob palca alakt baktérium. Peritrich csiliokkal rendelkezik, de mozgésa
hémeérsékletfiiggd: elsdsorban szobahdn kifejezett, motilitasat 37 °C-on elvesziti. Széles
hémérsékleti skalan (1 °C-tol 45 °C fokig), képes szaporodni és halotrof (magas
sokoncentraciot is elviseli). A pasztorizalas elpusztitja. A L. monocytogenesnek mintegy
tucatnyi szerotipusa ismert, a legtobb human fert6zést a 4b tipus okozza.

A korokozé az esetek dontd tobbségében kontaminalt élelmiszerrel, oralis fert6zés révén
keriil a szervezetbe. Ennek ellenére a fert6zések tobbsége szisztémas jellegii, vagyis az
egész szervezetet €rintd betegség.

A kontaminalt élelmiszer-fogyasztasat kovetden egészséges immunrendszerrel rendelkezd
felndttekben a fertézés 4ltaldban tiinetmentes vagy influenza-szerli, esetleg enyhe
gasztrointesztinalis tiinetekkel jar. A fertézése utdn maradhat fent tlinetmentes iirités.
Idésekben, immunszuppreszszaltakban azonban az alimentdris expozicid, akar
gastrointestindlis tiinetek nélkiil, gyakran vezet szisztémds fertézéshez, melynek
leggyakoribb megnyilvanulasi formai a meningitis és a Szepszis. A tiinetek nem

kiilonboznek egyéb bakteridlis meningitis, szisztémas fert6zés tlineteitdl, de ilyen betegek
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esetén mindig fel kell, hogy meriiljon L. monocytogenes lehetséges etiologiai szerepének
gondolata. Ez forditva is igaz: a korokozo szisztémas fert6zésbdl torténd izolalasa fel kell,
hogy vesse egy, a hattérben 1évé immunkompromittald betegség lehetdségét. A ritkabban
el6forduld manifesztaciok az iziileti gyulladasok és a hepatitis.

A terhes anyak szintén fokozottan érzékenyek a fertézéssel szemben. Az étellel torténd
fertdzés utan altaldban naluk is viszonylag enyhe tiinetek jelentkeznek: hidegrazés, laz,
torokgyulladas, fejfajas, esetleg hasmenés, de eldfordulnak tiinetmentes esetek is. A
fertzés atterjedhet a magzatra is, aminek magzatelhalds, abortusz, korasziilés lehet a
kovetkezménye. Az ujsziilottek listeriosisa létrejohet a méhen belill torténd fertézés
eredményeként. Ilyenkor a tlinetek a sziilést kovetéen 48 6ran beliil nyilvanvaloak, ez a
korai ujsziilottkori listeriosis. Az jsziilott fertdzddhet az élet elsd napjaiban is, melyben a
fertdz¢s forrdsa az anya, illetve az ellatd egészségligyi személyzet. A tiinetek a sziiletés
utani elsé hetekben jelentkeznek elsGsorban meningitis, szepszis formajaban. Ezt nevezik

késdi ujsziilottkori listeriosisnak (Pal, 2013)

3.7.1 Listeria monocytogenes fertzés bemutatisa

A baktérium szennyezés forrasai kozé tartozik a fert6zott ember és az allatok, a tragya, a
komposzt és az ontdzoviz.

A salata L. monocytogenes-szel torténé szennyezOdése utan a baktériumok képesek
megtapadni andvény leveleinek feliiletén, talélni és szaporodni is képes a névényben, de a
salata Listeria altali kolonizacidjara csak korlatozott figyelem iranyul.

A Listeria monocytogenes egy Gram-pozitiv baktérium, amely részt vett a salataval
kapcsolatos  €lelmiszer eredetli jarvanykitorésekben ¢€s visszahivasokban. A L.
monocytogenes egy mindeniitt jelenlévd baktérium, amely kiilonbozd kdrnyezetekben,
példaul talajban, novényekben, vizben és élelmiszer feldolgozd kornyezetben is
megtalalhato. A L. monocytogenesnek nagyon jo azon képessége, hogy széles homérsékleti
tartomanyban boldoguljon és hogy tuléljen anaerob koriilmények kozott (NicAogain és
O'Byrne, 2016).

Elelmiszer eredetii jarvany 2011-ben fordult el az Egyesiilt Allamokban, ahol a
jarvanyhoz kapcsolédé négy L. monocytogenes torzset egész sargadinnyére ¢és
csomagoldberendezésekre vezették vissza a colorado6i Jensen Farms-on, igy 147 ember
fert6z6dott meg és 33 ember halalat okozta.

A baktérium fert6zott salatatol 19 ember betegedett meg, egy ember pedig meghalt abban a
jarvanyban, amely 2015 és 2016 kozott, egy évig az Egyesiilt Allamok kilenc kiilonboz
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allamaban volt jelen. A forras egy feldolgozo 1étesitményhez kapcsolodott Springfieldben,
Ohio allamban.

Uj-Zéland legnagyobb salatagyartja 2017 marciusdban minden termékét visszahivta,
mivel az altala termelt salatardl vett minta pozitivitast mutatott.

A salatan kiviil mas leveles zoldségeket és fogyasztasra kész zoldségeket is Osszefiiggésbe
hoztak a L. monocytogenes kitoréseivel €s visszahivasaival (Kyere és munkatarsai, 2018).
A Listeria monocytogenes kiilonb6z6 koriilmények kozott képes talélni és fennmaradni a
salata leveleinek feliiletén (Poimenidou és munkatarsai, 2016).

Beuchat és Brackett (1990) kimutatta, hogy a L. monocytogenes képes novekedni és

szaporodni médositott atmoszféraban (3% O2 és 97% N2) tarolt salatan is.

3.8 Elelmiszerek tisztitasa és fertétlenitése

A mosas sordn fellépd fizikai erdk hatassal vannak a ndvény felszinérdl eltavolitott
mikroorganizmusok mennyiségére. Kimutattak, hogy a klor hozzaadasa a mosovizhez
modszernek bizonyult a ndvényi anyagok mikrobaterhelésének csokkentésére (Adams és
Munkatdrsai, 1989), de a hozzatapadt korokozok teljes kikiiszobolését nem lehet
biztositani (Beuchat, 1998). Sok frissterméket gyarto iparag hozzavetélegesen 20-200 ppm
klorkoncentraciot hasznal 6,0 és 7,5 kozotti pH-értékkel 1-2 percig az aapanyagok
mosasahoz haszndlt viz fertStlenitésére, a keresztszennyezddés elkeriilése érdekében
(Beuchat, 1998).

Zhang és Faber (1996) megfigyelte, hogy a L. monocytogenes csokkenése frissen vagott
salatan, amelyet 200 ppm 9,31 pH-s klérral 10 percig, 22 °C-on kezeltek a9,3 log CFU g
akiindulési populdcié volt, amely a vizsgalat végére 1,7 log CFU g lett.

Brackett (1987) in vitro kisérletei kimutattak, hogy a klor L. monocytogenes elleni hatasa
els@sorban az expozicid elsé 30 masodpercében jelentkezik.

Szamos tanulmany alkalmazta friss termékek fertdtlenitészereként az Ozont. Apritott
salatan az 6zon (3 ppm) a L. monocytogenes mennyiségét, 21 °C-on, 5 perces kezelés utan
6,0 log CFU g -ra csokkentette (Kyere és munkatarsai, 2018).
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3.9 Baktériumok azonositaisa MALDI-TOF M S segitségével

A tomegspektrometria a kiilonb6zo vegytiletek tomeg/toltés aranyanak elemzésére hasznalt
analitikai technika. Kiilonféle ionizacids és detektald rendszereken alapuld technikékat
fejlesztettek ki. A biomolekuldk elemzésére a mai napig legszélesebb korben hasznalt
moédszer a  matrix-asszisztalt  1ézeres  deszorpcids/repiilési  id6  ionizécios
tomegspektrometria (MALDI-TOF MS).

A technika kristalyba agyazott minta rovid lézerimpulzusokkal torténé ionizalasan alapul.
Az ionokat felgyorsitjak, €s vakuum alatt a repiilési idejiik alapjan szétvalasztjak.

A mikrobioldgiai diagnosztikdban kevés fejlesztés volt olyan gyors hatassal a
mikroorganizmusok fajszintli azonositasara, mint a MALDI-TOF MS késziilék. A
hagyomanyos megkiilonboztetési modszerek biokémiai kritériumokon alapulnak, és
tovabbi eldzetes tesztelést ¢és hosszadalmas inkubacids eljarasokat igényelnek.
Osszehasonlitasképpen, a MALDI-TOF MS perceken beliill képes azonositani a
baktériumokat és az élesztoket kozvetleniil a taptalajon kinétt telepekbdl. Ez gyokeresen
Uj, mddszeresen egyszerli megkdzelités jelentdsen csokkenti a fogydeszkdzok koltségeit és

a diagnosztikara forditott id6t (Wieser és munkatarsai, 2012)

3.9.1 MALDI-TOF MS mérési mddszertana

A vizsgalat soran kis mennyiségli mikrobialis biomasszéara van sziikség az azonositashoz.
A megfeleld vakuum létrehozéasa utan az egyes mintakat rovid 1ézerimpulzusoknak teszik
ki. A lézer energiaja elparologtatja a mikroorganizmust a matrixszal egyiitt, ami a peptidek
¢és fehérjék ionizacidjadhoz vezet. Az elektromagneses mez6 felgyorsitja az ionokat, miel6tt
azok belépnének a repiilési csobe. Pontosan megmérik azt a repiilési 1d6t (TOF), ameddig
az analitok eljutnak a repiilési cs6 végén 1évo detektorhoz. Az ionizaciéo mértéke, valamint
a fehérjek tomege hatdrozza meg az egyéni TOF-ot. Ezen TOF informéci6é alapjan
rogzitésre keriil egy jellemz6 tomegspektrum, amely egy adott minta egyedi ujjlenyomatat
képezi, ami faji bélyeg.

A fajszintli azonositashoz a vizsgalt tomegtartomany 2 és 20 kDa kozott alakul. Ez az
intervallum, viszonylag stabil és erds jel/zaj arannyal rendelkezik. Erdekes médon ebben a
tomegtartomanyban a riboszémalis fehérjék dominalnak, amelyek jol ionizalnak, pontos
spektrumot adnak, ¢és csak minimalisan befolyasoljdk a mikrobialis novekedési
koriilmények.

Szamitogépes szoftver segitségével Osszehasonlitjuk az Osszegyiijtott spektrumokat egy

referenciabazisal, amely orvosilag relevans izolatumok széles valasztékat tartalmazza.
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A mért spektrumok a modszerbdl eredd zajnak vannak kitéve, ezért soha nem lesznek
teljesen azonosak az egyes izolatumok esetében. A spektrumokat 6sszehasonlitd szoftver a
megfigyelt és tarolt adatsorok hasonlosagai alapjan szamértéket (pontértéket) allit eld, ami

az eredmény megbizhatosagara reflektal (Wieser és munkatdrsai, 2012).
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4. Anyag és modszer

4.1 Kisérlet beallitasa

A kisérletet 12 hétre terveztem fényszobaban, amihez Humil nevezeti salata (Lactuca
sativa L. var. Capitata) fajtat vetettem. Osszesen 6 iilteté ldddba tortént a vetés,
amelyekbdl 2 db ladaban Escherichia coli, 2 db ladaban Listeria innocua torzzsel tortént a
fert6zés. Az utolsod két ladaban pedig a kontroll novényeket vetettem, amelyekre sem E.

coli, sem Listeriainnocua torzsekkel nem lettek befertézve a salatik.

4.1.1 Salata vetémag eredete
A REDEI KERTIMAG - Vetdmagkereskedelmi Zrt. Humil nevezetii atteleld, extra korai

salatajat (Lactuca sativa L. var Capitata) vetettem el. Ezt a salata fajtat azoknak ajanljak,
akik mar kora tavasszal szeretnének salatat fogyasztani, mivel attelel6. A szabadfoldi vetés
optimalis idépontja november elsé felétdl, marcius végéig tart. Szabadfoldon, nyaron 25°C
felett nem csirazoképes, ezért ¢érdemes nedvesebb, hiivosebb helyre vetni.
Vetésmélységnek 0,5 cm javasolt. Levelei halvanyzdldek, enyhén fodrosak, erds és szép

fejet képeznek (httpl).

4.2 Palantafold eredete

A vetéshez 50l-es FLORIMO Palantafoldet hasznaltam. Magvetésre, tiizdelésre és
palantanevelésre hasznalhatd termeszt6 kozegként.

Komponensai: savolyi tézeg, litvan (Sphagnum moha) tézeg, komposztalt marhatragya,
agyag ¢s folyami homok.

Eld6irt mindségi feltételei: pH 6,5 + 0,5, szervesanyag tartalom (m/m%) sz.a.: legalabb 40;

Nitrogén (N) tartalom (m/m% sz.a.: legalabb 0,3, Foszfor (P20s) tartalom (m/m%) sz.a.:
legalabb 0,1, Kalium (K20) tartalom (m/m%) sz.a.: legalabb 0,1 (http2).

4.3 Salata vetése

Az Agrarkornyezettani tanszéken, 6 db milanyag ladaba kimértem 3 kg FLORIMO
palantafoldet. Megontdztem desztillalt vizzel, majd kicsit tomoritettem, végiil kb. 0,5 cm
mély, egymdstol egyforma tavolsagu lyukakat furtam a talajba és abba vettettem el a
salatamagokat. Minden egyes lyukba 3-3 db vetémagot tettem, majd betakartam talgjjal, és
szorofejes  OntozOkannaval meglocsoltam, hogy megfeleléek legyenek a csirdzasi

kortilmények. A ladak tetejét fatyolfdlidval fedtem le, hogy a kiszaradast
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megakadalyozzam. Ezt kdvetden a palanta 1addkat elhelyeztem a fényszobaban, ahol 16°C-

ot és 44x100-as erdsségli fényforrast allitottunk be.

2. abra: Kikelt salatak
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4.4 Palantak nevelése

A salatdk talajanak ont6zését heti két alkalommal végeztem. Az 6ntdz6viz mennyiségének
megallapitdsdhoz IR30 automatikus nedvesség meghataroz6 késziiléket hasznaltam. A gép
feddjében lévo reflektor alatt két specidlis formaji infravords sotétsugarzo melegiti a
mintakat egyenletesen. A mintatérben épitett ellendllds homérd altal szolgéltatott jel
segitségével vezérli az elektronika a hémérséklet szabalyozasat (IR-30 Automatikus
nedvesség meghatarozo késziilék- Haszndlati utasitas).

lg talajt bemértem analitikai mérlegen, majd aluféliara helyezve, a nedvességmérd gépet
tarazva behelyeztem, ¢€s a tetejét lecsukva elinditottam a mérést. A kapott
nedvességtartalombdl egyenes aranyossaggal kiszamoltam, a sziikséges 0Ontozoviz

mennyiségét, hogy 60 %-os nedvességtartalmat érjek el talajban.

3. abra: Pontosan bemért talgj
.

4. abra: A bemért talajok nedvességének meghataroza IR-30-as késziilékkel
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4.5 Palantafold kezelése baktériumokkal fertozott ontozovizzel

Az els6 négy hétben nem tortént szennyezett OntozOvizzel locsolas. A talgok
nedvességtartalmanak mérése utan, az Elelmiszer-mikrobioldgia, -higiénia és -biztonsag
Tanszéken megfeleld0 mennyiségii steril desztilldlt vizet hasznaltam higitofolyadék ¢€s
ontozoviz eldallitasa céljabol. Higitofolyadéknak azért hasznaltam steril desztillalt vizet,
mert nem akartam el6idézni a novények esetleges sokarosodasat.

Az 6nt6z6viz beszennyezéséhez Escherichia coli és Listeria innocua tisztatenyészeteket
készitettem, majd a taptalajok felszinérdl a sejteket az 6ntdzévizbe belemostam.

A kiindulasi sejtkoncentraciokat McFarland denzitométer (BIOSAN DEN-1B)
segitségével allitottam be. Az ontdzéviz baktérium koncentracidja 10%-on volt. A

mikrobékat az 6ntdzéviz segitségével juttattam ki.

4.6 Novényekben el6fordulo Listeriainnocua kimutatasa

A kisérlethez Listeria monocytogenes modellezésére, Listeria innocua-t hasznaltam. A
valasztads azért esett erre a fajra, mert nagyon hasonldé az élelmiszer eredetii kérokozd
rokondhoz, de nem human patogén jellegii baktérium, illetve 16S rRNS-él nem lehet
elkiiloniteni a két fajt. Széles korben megtaldlhatdé a kornyezetben ¢és az
¢lelmiszerforrasokban is. Szélsdséges pH-értékli tapkdzegben, illetve hédmérsékleten és
sokoncentracioban is képes talélni. A L. monocytogeneshez hasonldan palcika alakq,
Gram-pozitiv, fakultativan anaerob, nem sporaképz6 baktérium (http3). Ez a torzs
hasznalhaté minéség-ellendrzési vizsgalatokba vagy indikatortorzsként is (http4).

Listeria kimutatasahoz a HALO002-es Harlequin™ Listeria Medium taptalajt hasznaltam,
amely szelektiv identifikalo taptalaj Listeria spp. azonositasara élelmiszer ¢és klinikai
mintdkbol. Az eszkulin hidrolizist felvaltja egy ujszerti szinreakcid, amely a CHE-
glikozid és vastartalmi gliikkonat jelenlétén alapul. A reakci6 eredményeként intenziv
fekete szinii telepeket képez a Listeria, a fekete szin csak a telepekben koncentralodik,
ezért a tiszta agar felszinen konnyli azonositani mas gyants telepeket. Litium-klorid

tartalma gatolja az Enterococccus-ok novekedését (http5).

4.7 Novényekben el6fordulé Escherichia coli kimutatasa
Az E. coli kimutatasara Fluorocult taptajt hasznaltam melynek az az elve, hogy a
célszervezetre jellemz6 enzim a fluorogén szubsztratot cukor- vagy aminosavkomponensre

¢s metilumbelliferonra hasitja. Az UV fény lathatova teszi a metilumbelliferont, és igy a
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fluorogén taptalaj értékelésére hasznaljadk. Az anyag tipikus kék fluoreszcencidja pozitiv

eredményt jelez (http6).
4.8 Vizsgalat menete

4.8.1 A salatalevelek tisztitasa

A két kiilonboz6 kezelésbdl €s a kontrollbdl is 3-3 db mintat vettem minden mintavételkor.
A vizsgalati célbol eltavolitott novényeket elészor 1 liter 5%-0s hypos oldatban lemostam,
eltavolitva ezzel a szennyezddéseket a levelekrdl, és a talaj fragmentumokat a gyokerekrol.
A letisztitott saldtdkat ezutan belehelyeztem 250 ml-es eldre feliratozott f6zOpoharakba,
majd raontottem 100 ml steril fiziologias séoldatot. gy razattam a folyadékban salatakat 5
percig, 140-es fordulatszamon. A so6oldatot ledntottem rola. Majd készitettem egy 1%-0S
hypos oldatot, ebbdl is 100 ml-t ontdttem a salatdkra, és ezt is razattam 5 percig, 140-es
fordulaton. Majd a hypos oldatot is ledntottem, és steril desztillalt vizzel (100
ml/f6zéedény) razattam szintén 5 percig, 140-es fordulaton. A razatas végeztével a

desztillalt vizet is ledntottem a salatakrol.

5. dbra: Vizsgalatra kivett salata
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7. abra: Gyokerek megtisztitasa a talaj aggregdtumoktol

8. abra: Megtisztitott salatak lombikban
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4.8.2 Salatamintdk feldolgozdasa:

2 CanSteckPhoto.com - csp3316406

9. abra: Salatalevél felosztasa (http7)

A vizsgalat 5. hetét6l kezdve a salatak mar megfelel6 méretiiek voltak ahhoz, hogy t6bb
részletre tudjam bontani a kisérleti mintdkat. Laminaris bokszban a képen lathat6 médon
vagtam szét a megtisztitott leveleket, amelyeket a késdbbiekben hajtas és levél jelzdvel
lattam el, a gyokeret f6- és mellékgyokérre bontottam, amelyekbdl 1-1 grammos mintakat
készitettem abaktériumok szamanak megallapitasahoz.

Ezeket az 1 grammokat, 1g steril kvarchomokkal &sszedorzsoltem. Kozben a

dorzsmozsarat és az eszkozoket etanollal fertStlenitettem.

10. abra: Bemért 1g salatalevél minta
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13. dbra: A minta dorzsmozsarral val6 vegyitése

Az 1g salatarésszel 6sszedorzsolt 1 g homokot raktam a9 ml-s higitokba.
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16. abra: Minta és a higitofolyadék dsszekeverése

25



Amikor elkésziilt az 6sszes minta, a kémcsdveket 1 percig vortexeltem. A mintak
homogenizalasa utan Petri-csészékben lemezontést végeztem.

A kontrollhoz a mintakat egyarant vizsgaltam Fluorocult és HAL 002-es taptalajon.

A beoltott taptalajokat, fejjel lefelé, 37°C-os termosztatban egy napig inkubaltam.

A lemezontést kovetden a kindtt telepeket megszamoltam, majd a mintavételi hetek
fliggvényében tablazatokban dbrazoltam.

A mintavétel 5. hetétdl a salata leveleket és a gyokérzetet is 2-2 részre bontottam, mert a
salatak méretei megfeleldek voltak a levelek és a gyokerek biztonsagos szeparalasahoz.

A 7. héttdl kezelésenként mar 6-6 mintat vettem.

A téaptalajon  kifejlodott  baktériumok — kontamindcidjanak = mértékét, illetve
elhelyezkedésiiket vizudlisan is szerettem volna szemléltetni, amelyet az eredmények

fejezetben képeken mutatok be.

4.8.3 Lemosd folyadék kitenyésztése

A munka soran felvet6dott a kérdés, hogy bizonyosan csak a novényi szovetekbe bekertilt
baktériumokat sikeriilt-e kitenyészteni, vagy a levél feliiletét kolonizalé baktériumokat is.
Ebbo6l a célbol lemezontést végeztem a tisztitas folyamat utolsd 1épéseként maradd

lemoso6folyadékbol, a salatamintdkhoz hasonlé modon.

4.9 Mikroszkopos vizsgalat

A nodvényi szovetekben megtelepedd baktériumok vizudlis megfigyeléséhez a ndvényi
szovetekbdl mikroszkopikus metszeteket készitettem A vizsgalt ndvényi részeket lamindris
boksz alatt, alkohollal fertétlenitett pengével aprora vagtam, koriilbeliil 1 mm vastag
metszeteket készittetem a levelekbdl, illetve a gyokér kiilonbozd részeibdl. Az aprora
vagott metszeteket a targylemezekre helyeztem, mad 1 csepp steril desztillalt vizet
cseppentettem rajuk. Papirvattaval felitattam a felesleges vizet, majd akridin narancs
festéket cseppentettem a metszetekre A festéket 2 percig hagytam allni a metszeteken,
majd a felesleges mennyiséget szintén felitattam papirvattaval. Végiil ujbol desztillalt vizet
cseppentettem ra, majd rahelyeztem egy feddlemezt, melyre pedig immerzios olaj kertilt.
fgy helyeztem be a Fluoreszcens mikroszkép ala, mellyel 100-as objektivvel néztem meg a

preparatumokat.
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17. abra: Preparatum el6készitéséhez sziikséges eszkdzok
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5.Kisérleti eredmények és értékelésiik

5.1 Novényi részekbdol kitenyésztheté mikroorganizmusok eredményeinek bemutatasa

1.tablazat: A kifejlédott Escherichia coli telepek szama

Escherichia coli
Fégyokér | Mellékgyokér | Hajtas Levél
A| 6,4x101 2,9x10?
1.hét (B| 2,3x10! 2,9x10*
C 5x10° 2,7x10?!
A| 9,4x10! 4,1x10!
2.hét [B| 1,26x10° 3,2x10?
C| 2,94x10? 4,5x10!
A <10 <10
3.hét (B <10 3x10°
C 8x10° 1x10°
A| 8,5x10? 7,2x10!
4.hét |B >300 >300
C >300 >300
] A >300 2,59x10? 1,1x10% | 1,14x10?
>-hét B| 4,9x10? 3,1x10? 10x10° 8x10°
C| 1,39x10? 6,7x101 1,9x10* | 9,7x10!
A| 8,3x10! 3x10? 4x10° 2,4x101
B| 2x10! 1,8x10! 2x10° | 1,1x10%
6.hét | c| 7,6x10 8,2x10* 1x10° | 1,7x10°
A| 3x10° 2,9x10° <10 5x10?
B| 7x10? 3x10? <10 1,8x10°
7 hét c| 2,8x10° 1x103 <10 5x10!
D| 5,3x10° 1,4x10° <10 <10
E 1x10? 2,3x10° <10 2x10?
F| 1,4x10° 1x10° <10 1,8x10°
A| 1,2x10? 1x10* 1x10? <10
8.hét |B| 2x10* 1x10?! <10 <10
C| 7x10! 1x10° <10 <10
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D 3x10* 8x10? <10 6x10*
E[ 3,7x10° 2,5x10° <10 <10
F| 3,6x10° 4,5x103 <10 4x10?

2. tablazat: A kifejlodott Listeria innocua telepek szama

Listeria innocua

Fégyokér | Mellékgyokér Hajtas Levél
Al 1,37x102 1,17x10?
1.hét |B >300 8,6x10!
C >300 7,3x10?
A| 2,64x10° 3,9x10!
2.hét |B| 5,32x10? 1,5x10?
C| 8,92x10? 1,2x10?
Al 1,7x10! 6x10°
3.hét |B| 7,6x10! 1,5x10?
C| 2,1x10! 5x10°
A| 1,63x10? 7,1x10!
4.hét |B| 6,4x10° 3,9x10!
C 6x10? 2,4x101

A| 4,2x10! 8,7x10? 2,8x10' | 5,1x10?

5.hét |B| 8,4x10? 9,6x10! 1,2x10* | 4,3x10?

C| 8,9x10! 1,07x10? 4,4x10' | 6,7x10!

A| 2,9x10! 4,2x10* 1,8x10' | 2,7x10?

6.hét [B| 3,7x10! 4,4x10* 8x10° 2,3x10!

C| 1,8x10! 3,4x10?! 1,6x10% | 3,5x10?!

A| 7,2x10* 3,7x10* 6x10? 1,2x103

B| 7,7x10* 6,8x10* 7x10? 1x10°

7 hét C| 6,1x10* 7,2x10* <10 8x10?

D| 5,7x10* 2,2x10* 1x10? 1,1x10°

E 5x10* 5,9x10% 4x10? 6x10?

F| 7,4x10* 8x10* 3x10? 1x10°

8.hét |A| 4,2x10° 3,2x103 3x10* 3x10*
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B 1x10* 4,2x10° 8x10* 1x10*
C| 3,9x10° 5x10° 4x10* 1x10?
D( 7,7x10° 2,6x10° 4x10* 2x10*
E| 5,3x10° 4,6x10° 2x10* 1,2x10?
F| 4,6x10° 4,5x10° 5x10* 1,8x10?

18. abra: Escherichia coli atlagos fert6zottségi szintje a kezelt salata novényekben, a

vizsgalati idészak 5. (a) és 7. (b) hetében. Citromsargaval jeldlve a >10, sotét

citromsargaval a 10%-10?, narancssargaval 10%-10%-on, pirossal jelolve a >103-en szintfi

fert6zottségi szintek.
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19. abra: Listeria innocua atlagos fert6zottségi szintje a kezelt salata névényekben, a
vizsgalati idészak 5. (a) és 7. (b) hetében. Citromsargaval jeldlve a >107, sotét
citromsargéaval a 101-10? narancssargaval 102-103-on, pirossal jelolve a >103-en szinti

fertdzottségi szintek.

A képeken jol latszik, hogy a hetek elteltével a kontaminacido mértéke nott a gydkérben,

illetve alevelekbeniis.
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20. abra: Escherichia coli telepek szelektiv taptalajon

21.abra: Listeria innocua telepek szelektiv taptalajon

A fogyokér rész jobban fert6z6dott, illetve a levél azon része amely kozelebb helyezkedik
el a gyokér részhez.
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22 4abra:Kontoll mintdk kitenyésztése

A kontroll mintak kitenyésztésekor a Petri-csészében lathato barnafoltok a kvarchomokkal
0sszedorzsolt salatarészekbdl adodoan lathatok. Baktériumok nem fejlédtek ki rajta.

A kontroll mintak HAL002-es Listeria szelektiv tapagaron valo lemezontésekor, a Listeria
innocuahoz hasonld, fekete, fényes telepek is megjelentek a tapagaron, de ezek nem

Listeria innocua telepek voltak, ezért szamukat, a Listeriaval szennyezett mintakbol
kivontam.

23.abra: Kontroll minta HAL002-es taptalajon
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5.2 Tisztitéfolyadékbol kitenyésztheté6 mikroorganizmusok eredményei
A tisztitasi mechanizmus utolsé 1épéseként vett mosdfolyadék mintak eredménye, negativ
lett, amibdl arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy sikeresen csak a belsd ndvényi

szovetekbdl sikeriilt a baktériumokat kitenyészteni.

24.4abra: Mosofolyadékra kapott eredmény
5.3 Fluoreszcens mikroszkop vizsgalati eredmények

A preparatumok mikroszkdpos vizsgalata soran fényképet készitettem a novényi részeibe
bekeriilt korokozokrol. A képen lathatéak az akridin naranccsal festett baktérium sejtek
elhelyezkedése, mind a gyokér-, mind a levélrészekbdl vett mintakban. A levélmintabol
nem sikeriilt megfeleld vékonyra vagni a mintat, ezért tobb sSejtsor vastag rétegben

latszodnak a sgjtek.

25. abra: A gyokérbe (a) és a levélbe (b) bgutott baktériumok



5.4 Escherichia coli sejtszamanak alakulasa hajtasban és gyokérben a vizsgalati

idoszakban
3. tablazat: Escherichia coli atlag sejtszam
1.hét | 2.hét | 3.hét |4.hét | 5.hét | 6.hét | 7.hét | 8.hét
Fégyokér 31 | 171 7 195 | 310 | 59 |6717|1256
Mellékgyokér 212 | 43 |8533|1320
Hajtas 29 | 135 3 190 | 13 2 10 10
Levél 73 17 |1476| 83

4.tablazat: Escherichia coli atlag sejtszamok logaritmusa

1.hét | 2.hét | 3.hét|4.hét|5.hét | 6.hét|7.hét | 8.hét

Fogyokér 1,49 12,230,851 2,29 249|177 3,83 | 3,1

Mellékgyokér 2,33 (1,63 3,93 3,12

Hajtas 1,46 | 2,13 0,48 | 2,28 | 1,11 | 0,3 1 1

Levél 1,86 | 1,23 | 3,17 | 1,92

Escherichia coli atlag sejtszamok logaritmusa
Sejtszamok logaritmusa

[}
. ---------------------------------- .
................................... :
2 3 4 ; : | 8
FOgYOkér Me”ékgyokér Hajtés
"t Linearis (FGgyoker) Linedris (Mellékgydkér)
Linedris (Hajtds) ~ «eeeeeees Linedris (Levél)

26.abra: Escherichia coli atlag sejtszam alakulasa logaritmikusan

A tablazatban és a diagrammon abrazoltam az Escherichia coli baktérium atlag

sejtszamanak alakulasat, illetve a sejtszamok logaritmus értékeit a Kisérleti hetek

figgvényében. Linearis trendvonalakat illesztettem a salatarészek sejtszamainak

logaritmusara.
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55 Listeria innocua sejtszamanak alakulasa hajtasban és gyokérben a vizsgalati

idoszakban

5. tablazat: Listeria innocua atlag sejtszam

1.hét | 2.hét |3.hét |4.hét |5.hét |6.hét | 7.hét |8.hét
Fogyokér 119 | 562 38 275 71 28 | 65166 | 5950

Mellékgyokér 97 40 | 56333 | 4016
Hajtas 92 58 9 44 28 14 351 43
Levél 53 28 950 61

6.tablazat: Listeria innocua atlag sejtszamok logaritmusa

1.hét |2.hét [3.hét |4.hét|5.hét |6.hét |7.hét |8.hét
Fégyokér 2,07 2,74 1,57 | 2,43 | 1,85 | 1,44 | 4,81 | 3,77

Mellékgyokér 1,98 | 1,60 | 4,75 | 3,60
Hajtas 1,96 | 1,76 | 0,95 | 1,64 | 1,44 | 1,14 | 2,54 | 1,63
Levél 1,72 | 1,44 | 2,97 | 1,78

Listeria innocua atlag sejtszamok logaritmusa
Sejtszamok logaritmusa

.........

4 5
Fogyokér Mellékgyokér ® Hajtas
® Levél Linedris (Fogyokér) Linearis (Mellékgyokér)
--------- Linearis (Hajtas) ceeeecees Lineadris (Levél)

27.abra: Listeria innocua atlag sejtszam alakulasa

A tablazatban és a diagrammon abrazoltam a Listeria innocua baktérium atlag
sejtszamanak alakulasat, illetve a sejtszamok logaritmus értékeit a kisérleti hetek

fliggvényében. Végiil trendvonalat illesztettem a sejtszdmok logaritmusara.
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5.6 MALDI-TOF M S vizsgalat eredményei

A novényi részekbdl kitenyésztett mikrobak MALDI-TOF azonositasakor arra az
eredményre jutottam, hogy az identifikacié soran a telepek nagy megbizhatosaggal, hiban

beliili azonositasi eredményt mutattak az oltdbanyagként hasznalt torzseimmel.

A MALDI-TOF MS Aéltal torténé mikroba azonositas értelmezése: Az eredmény magas
konzisztenciat mutat, ha magas az egyezés a konyvtar referencia torzsével. Ebben az
esetben faj szintli azonositas lehetséges. Alacsony konzisztenciaju eredménynél, ha a
konyvtar referencia térzsével, alacsony egyezést mutat, akkor csak nemzettségi szinten
tudunk adatot kapni. Az eredmény nem mutat konzisztenciat, akkor nem tudjuk
beazonositani a baktériumot, tovabbi vizsgalatok sziikségesek. (Bruker MALDI Biotyper
Identification Results)

7.tablazat: Pontértékek jelentése (Bruker MALDI Biotyper Identification Results)

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.00 - 3.00 (+) green
0.00 - 1.69 (-) red

A MALDI-TOF MS vizsgalat pontossagat nagyban befolyasolja a preparacio elkészitése és
a mérés kozott eltelt 1d6. A hosszabb 1d6 elteltével nem biztos, hogy ugyanazt a torzset
fogja kimutatni, amelyekkel a novények szennyezése tortént, ezért arra a megallapitasra
jutottam, hogy ha az elsé harom helyen kimutatja az altalam bejutatott baktériumot, akkor

elfogadom az eredményt.
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8.tablazat: Az elsé mintavételkor kapott E. coli eredmények

Result overview table--continued from previous page

s;;“n?ée Sample ID | Organism (best match) \s,gfﬂ: Organisrpn ;?gﬁ)o"d post \Slg?t::
o S Escherichia coli 181 Escherichia coli 180
( Hf—f( Al (Shend) Escherichia coli Escherichia coli
( Hi_l)(]( A) (SISREI;‘%} Escherichia coli Escherichia coli
( 3—1(}3) e Escherichia coli 190 Escherichia coli L79

9.tablazat: A masodik mintavételkor kapott E. coli és Listeria innocua eredmények

s:;“n?ée Sample ID Organism (best match) \ng?urs
(HJ:_)I( A) (Sla‘:dla rd) Escherichia coli
(HE_)l(A} (Stagt}ard] Listeria innocua
| b Escherichia coli

Organism (second-best

match)

Score
Value

Escherichia coli

Listeria innocua

Escherichia coli

A tablazatbol jol latszik, hogy a mérések sordn a mintékat faj, illetve nemzettség szinten is

nagy megbizhatdsadggal mutatta ki a MALDI-TOF MS.

Sample 6

Sample Name:

Sample Description:
Sample ID:

Sample Creation Date/Time:
Sample Type:
Identification Method:
Preprocessing Method:
ACQ Method:

ACQ Timestamp:
AutoXecute Method:
Applied Taxonomy Tree:

Ab

4EGI

2022-04-26T12:41:44.220

Standard

MALDI Biotyper MSP Identification Standard Method 1.1
MALDI Biotyper Preprocessing Standard Method 1.1

D:\Methods\flexControlMethods\MBT FC.par
2022-04-26T12:51:59.525

MBT_ AutoX

Taxonomy, Bruker Taxonomy, Projects, Sajat izolatumok

206 | 2.05| 1.99

1.96

1.94

1.93 | 1.93 | 1.91

1.88 | 1.77

28. abra: Az els6 mintavétel A6-0S mintajara (gyokér részbol vett Escherichia coli) kapott

eredmények
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Az els6é mintavételi héten, az A6-0S mintarol vett talalatok szemrevételezésekor

megallapithatd, hogy mind a 10 talalat az Escherichia coli fajt mutattaki.

Sample 6

Sample Name:

Sample Description:
Sample ID:

Sample Creation Date/Time:
Sample Type:

Identification Method:
Preprocessing Method:
ACQ Method:

AutoXecute Method:

Consistency Category (based
on 2 best matches):

Applied Taxonomy Tree:

MYA\ =

HUMGARIAN UNIVERSITY OF
A6 AGRICULTURE AMD LIFE SCIEMCES

4EGI

2022-04-26T12:41:44.220

Standard

MALDI Biotyper MSP Identification Standard Method 1.1
MALDI Biotyper Preprocessing Standard Method 1.1
D:\Methods\flexControlMethods\MBT FC.par

MBT AutoX

A

Taxonomy, Bruker Taxonomy, Projects, Sajat izolatumok

(Quaity) Matched Pattern Score | NCBI Identifier
[+_|l_+} Escherichia coli DH5alpha BRL 562
[+3_+} Escherichia coli DSM 1576 DSM 562
(i) Escherichia coli MB11464 1 CHB 1.99 562
& Escherichia coli ATCC 25922 THL 1.96 562
(f_) Escherichia coli DSM 682 DSM 1.94 562

29.abra: A6-0s gyokérrészbdl vett mintara kapott E. coli eredmények

Az els6 hét, A6-os mintara kapott talalatok pontértékiiket jobban megvizsgalva, az els6

kettd talalat (+++) nagy megbizhatésagi azonositasnak, a tobbi (+) alacsony
megbizhatdsagu azonositasnak tekinthetd.

Az NCBI azonositd honlapjan az 562 azonositoval ellatott Escherichia coli, az altalam
bejutatott, ATCC 11775 szamu volt (http9).

Ezaltal arra a kovetkeztetésre jutottam, mivel az altalam bejutatott E. coli torzs az elsé
harom taldlatban megtalalhato, illetve zold szint is kapott az azonositas mértékében, igy

elfogadhatonak mindsitettem a mérést.
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Sample 2

Sample Name: Cl
Sample Description:
Sample ID: Cl

Sample Type: Standard
Identification Method:
Preprocessing Method:
ACQ Method:

ACQ Timestamp:
AutoXecute Method:

Applied Taxonomy Tree:

MBT AutoX

Sample Creation Date/Time: 2022-05-03T11:41:20.178

MALDI Biotyper MSP Identification Standard Method 1.1
MALDI Biotyper Preprocessing Standard Method 1.1
D:'\Methods\flexControlMethods\MBT _FC.par
2022-05-03T11:43:40.693

Taxonomy, Bruker Taxonomy, Projects, Sajat izolatumok

8 hits

2.08

2.08

2.04

2.03

2.03

203

2.02

2.01

2 hits

2.06

2.06

30. abra: A masodik mintavétel levél részbdl vett Listeria innocua, C1l-es mintara kapott

eredmények

A masodik mintavételi héten, a levélbdl vett Listeria innocua Cl-es mintardl vett talalatok

szemrevételezésekor megallapithatd, hogy a 10 talalatbol 8 talalat nagy megbizhatdsaggal

aListeriainnocua, illetve 2 talalat a Listeria monocytogenes torzseket mutattaki.
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Sample 2

ACQ Method:

Identification Method:
Preprocessing Method:

AutoXecute Method:

Consistency Category (based A
on 2 best matches):

Applied Taxonomy Tree:

Sample Name: Cl

Sample Description:

Sample ID: Cl

Sample Creation Date/Time: 2022-05-03T11:41:20.178
Sample Type: Standard

MALDI Biotyper MSP Identification Standard Method 1.1

MIA\ (=

HUNGARIAN UNIVERSITY OF
AGRICULTURE AND LIFE SCIENCES

MALDI Biotyper Preprocessing Standard Method 1.1
D:\Methods\flexControlMethods\MBT FC.par

MBT_AutoX

Taxonomy, Bruker Taxonomy, Projects, Sajat izolatumok

(Qltlaarl‘i't(y) Matched Pattern \SIE?JZ
Gy Listeria innocua CCUG 18949 CCUG
(+3+) Listeria innocua CCUG 22270 CCUG
(+3_+) Listeria monocytogenes CCUG 32843 CCUG
( +i,_) Listeria monocytogenes CCUG 61052 CCUG
(+f+) Listeria innocua CCUG 27612 CCUG

31. abra: Cl-eslevél mintara kapott Listeria eredmények

NCBI Identifier

i
(S8}

—
(35}

0
O

—
2
b=

(S8

A Cl-eslevélminta els6 harom pontértékeit jobban megvizsgalva, az elsé két helyen 2,08-

as pontértékkel a Listeria innocua, a harmadik helyen pedig a Listeria monocytogenes all

2,06-os pontértékkel.

Az NCBI azonosité honlapjan az 1642-es azonositoval ellatott Listeria innocua, az altalam
bejutatott, ATCC 33090 szamu volt (httpl10).

Ezaltal arra a kovetkeztetésre jutottam hasonléan, mint az Escherichia coli-nal, itt is az

elsé harom talalatban megtalalhat6 volt az altalam bejutatott baktérium, illetve z6ld szint is

kapott az azonositas mértékében, igy itt is elfogadhatonak mindsitettem a mérést.

Bacillus licheniformis 1

L

(_H_E_)_)Q(A) (Sla[gl?ard] Bacillus licheniformis
D10 D10 [t . .
() (B) (Standard) Bacillus licheniformis 1.99

Bacillus licheniformis 1.77

32.4abra: A kontroll minta HAL002-es tdpagaron kindtt telepek beazonositasa




6.0sszefoglalas

Dolgozatomban az Escherichia coli és Listeria monocytogenes terjedésének vizsgalatat
végeztem salatanovény kisérletben. A Listeria monocytogenes modellezésére Listeria
innoca baktériumot hasznaltam. A két kezelésen kiviil, még volt egy kontroll mintacsoport
is, amelyet steril desztillalt vizzel 6ntéztem. Az els6 harom hétben, mind a harom kezelés
talajat 60%-os relativ nedvességtartalomra allitottam be, steril desztillaltvizzel. A vizsgalat
soran, a vetést kovetd negyedik héten kezdtem el fert6zott ont6zévizzel Ontdzni a salatak
termesztd kozegét. A kontroll salatak talajanak ontozését pedig folytattam a steril
desztillaltvizzel. Az ezt kdvetd nyolc hétben hetente egyszer, kezelésenként harom darab
novényt tavolitottam el a termesztd 1adadkbol, a baktérium kontaminacié meghatirozas
céljabol. A ndvényekbdl alapos tisztitast kovetden, lamindris boxban, levél, illetve a
gyokér részekbdl 1-1 gramm mintakat vettem, amelyeket 1 gramm steril kvarchomokkal
dorzsmozsarban 0Osszeddrzsoltem, majd torzsoldatot készitettem beldliik. A  vortex
segitségével homogenizalt mintdkbol steril Petri-csészékben lemezontést végeztem. Az
Escherichia colival szennyezett ndvényekhez Fluorocult-, a Listeria innocuaval
szennyezettekhez pedig Harlequin- tapagarokat hasznaltam. A kontroll névényeket mind a

két tapagaron kitenyésztettem.

Mikroszkopos vizsgalatokat is végeztem, hogy meg gy6zddjek arrdl, hogy helyes az allitas,
miszerint a novényi részekben jelen vannak a vizsgalt baktériumok. Ehhez vékony
metszeteket készitettem mind a gyokér részbdl, mind a levelek egyes részeibdl. Ezt
kovetden annak érdekében, hogy az Escherichia coli és Listeria innocua sejtek lathatoak
legyenek a mikroszkopikus képen, akridin narancs festékkel megfestettem a metszeteket. A

mikroszkopos vizsgalat sordn lathatova valtak a baktérium sejtek a salata részeiben.

Célom volt, hogy megerdsitsem az altalam kijutatott baktériumokat sikerdilt
kitenyésztenem a vizsgalat soran, illetve azokat a baktérium sejteket lattam a mikroszkopos
vizsgalatban, ezért MALDI-TOF M S-el Gjra azonositottam a taptalajon kindtt telepeket. Az
Escherichia coli esetében faj szinten sikeriilt, nagy megbizhatésaggal azonositani az
oltdbanyagként hasznalt baktériumot. A mintdk részletesebb vizsgalatandl az illesztett
mintaképnél tobbféle torzset is kimutatott a rendszer. Arra a kdvetkeztetésre jutottam, ha
az altalam bejutatott térzs az elsé harom hely egyikén szerepel, akkor az oltbanyaggal
azonosnak mindsitem a vizsgalt telepet. A Listeria nemzettségnél 80%-os tobbséggel az

innocua fajt igazolta a rendszer. A kontroll salatakbol vett mintak kitenyésztésekor a
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HALOO2-es taptalajon a Listeriahoz hasonlo, fekete telepek is kifejlodtek, amelyek
MALDI-TOF MS-d mérve, Bacillus lichenifromisbaktériumot kaptam eredményiil. Emiatt
a Listeria sejtszam eredményekbdl mindig kivontam a kontrollon kindtt fekete telepek
szamat.

Kovetkeztetésként levonhatd, hogy sziikséges volt a kétféle visszaellendrzés, mert igy

pontosabb képet kaptam a baktériumok szamanak alakulésarol.

Az eredményeim ¢és a 4. szamu melléklet a 4/1998. (X1. 11.) EiiM rendelet alapjan ezek a
salata mintak kifogasolhatéak, mert a kapott eredmények a maximalisan megengedett

mikroba szamot meghal adjak.



7. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani elsésorban a csalddomnak a mester képzés alatt vald
Onzetlen segitségiikért és timogatasukért!

Szeretném még megkoszonni az Elelmiszer-mikrobiolégia, -higiénia, - és biztonsag
Tansz€k, valamint az Agrarkérnyezettani Tanszék Osszes munkatarsanak a segitOkész

hozzaallasat, és a kisérletem elvégzéséhez nyljtott segitséget.
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