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1. BEVEZETES

Napjaink egyik legjelent6sebb globalis kihivasa az élelmezésbiztonsag, ehhez szorosan
kapcsolodik tobbek kozott a ndvénytermesztést folytonosan nehezité kartevok elleni
védekezeés, tovabba a termdfoldek mindségének degradéacidja. Talan még sosem kapott
akkora figyelmet a fenntarthatosag, mint napjainkban. Nem csak az ipar, de a haztartasok
szamara is egyre nagyobb jelentdséggel bir a ,fenntarthatobb” miikddés és életmod
kialakitasa. Magyarorszagon az Osszes kibocsatott iiveghdzhatasti gazok megkozelitdleg
25%-a kotheté a mezdgazdasagi, élelmiszereldallitasi és ellatdsi lanchoz kapcsolodo
folyamatokhoz (Internet 1.). Szintén fontos megemliteni az erd6irtas, az allattenyésztés és a
nitrogéntartalmi mutragyak alkalmazasanak szerepét, mint a klimavaltozas fébb okai, a nem
megjuld energiaforrasok felhasznédldsa mellett. Az élelmiszerek, foként zoldségek és
gylimolesok eldallitasi folyamatai koziil a termesztési koriilmények mellett a ,,postharvest”
technologidk (pl.: hiitve tarolas, modositott 1égterii csomagolés) alkalmazésa is jelentds
kornyezeti teherrel bir. A postharvest kezelések célja a betakaritas utani patogén eredeti
megbetegedések visszaszoritasa, az eltarthatosag novelése, valamint a selejtezésre szoruld
termények mennyiségének csokkentése. Ezen technoldgidk alkalmazésa tobb kihivast is
jelent napjainkban. Nem csak nagyon energiaigényesek (pl.: hiitve tarolas, szallitas), hanem
a kemikalidk (pl.: peszticidek) megnévekedett alkalmazdsa miatt azok fokozott
egészségkarositd hatasaival is szamolnunk kell (szermaradékok az ¢élelmiszereken,
kornyezetiinkben). Tovabba az antibiotikus szerek széles korti és gyakori alkalmazasat
kovetden megjelend rezisztens fajok elleni védekezés problémaéja is az alternativ kezelési
lehetdségek kifejlesztését siirgetik. Az elmult évtizedekben szdmos kutatds vizsgélta a
biokontroll alkalmazasi lehetdségét, mint alternativ postharvest kezelési modszer.
Dolgozatban szeretném bemutatni a biokontroll jelenlegi gyakorlatait és alkalmazasanak
hatasait, tovabba egy altalunk vizsgalt baktérium, a Pantoea agglomerans, potencialis
mikrobagatlo hatasat élelmiszer patogén mikroorganizmusokkal szemben, lehetséges

alkalmazasait a biologiai ndvényvédelemben és postharvest kezelések soran.



2. A MUNKA CELJA

Egy a MATE Elelmiszer-mikrobiologia, -higiénia és -biztonsdg Tanszék
torzsgyijteményében fenntartott, sz616ndvényrol izolalt baktériumot vizsgaltunk. A kisérleti
célkitlizéseink kozé tartozott:

- A vizsgalt baktérium jellemzése hagyomanyos modszerekkel (Gram-festés, Oxidaz proba,
Katalaz proba, Kalium-hidroxid teszt).

- A vizsgalt baktériumtorzs faj szintii azonositasa MALDI-TOF-MS nagymiiszeres analitikai
modszerrel.

- A vizsgalt baktériumtdrzs szaporodasi hdmérséklet optimumanak meghatarozésa.

- A vizsgalt baktériumtdrzs szaporodasi pH optimumanak megallapitasa.

- Kiilonb6z6 ¢élelmiszerbiztonsagi szempontbol jelentds baktérium  (Listeria innocua,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus) elleni
gatlo hatasanak vizsgalata kontakt modszerrel.

- Kiilonb6zo ¢élelmiszerbiztonsagi szempontbdl jelentds €lesztégomba (Saccharomyces
cerevisiae CBS 1171, Zygosaccharomyces lentus Y1200, Zygosaccharomyces rouxii A9,
Candida parapsilosis Y1011, Pichia anomala J121, Zygosaccharomyces bailii PM167,
Galactomyces geotrichum) elleni gatld hatasanak vizsgalata kontakt modszerrel.

- Valamint extracellularis gatldé komponens termelésének vizsgalat, kiilonbozo kisérleti

beallitasok (kiilonb6zo inkubacios hdmérsékletek, kezdeti baktériumkoncentracio) mellett.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. Biokontrollrol altalanossagban

A Biokontroll avagy biologiai novényvédelem az IBMA (Nemzetk6zi Biokontroll Gyartok
Egyesiilete) definicidja szerint nem mas mint az €16 szervezeteken és természetes eredeti
vegylleteken alapuld novényvédelmi kartevok és betegségek elleni védekezés (Internet 4.).
Tagabb értelemben biologiai kontrollnak nevezziik egy kivalasztott €16 szervezet egy masik
€16 szervezetre kifejtett antagonista hatasat is, mely alkalmazhat6 akar élelmiszereredetii

patogén mikroorganizmusok elleni védekezésben.

3.1.1. Biokontroll tipusai

A biologiai novényvédelemnek négy kiilonbozé tipusat kiilonboztetik meg melyek a
kovetkezOk: természetes, természet megdérzO, augmentativ és klasszikus. A természetes
biokontroll alatt egy olyan 0koszisztéma rendszer értendd, ahol a kartevOket természetes
ellenségeik szabalyozzak emberi beavatkozas nélkiil, pl. tropusi erdok. A természet megdrzd
biokontroll arra torekszik, hogy megvédje és fokozza a természetben eléfordulod ellenségek
¢s mikrobdk, tovabba beporzok jelenlétét kiilonbozd praktikdk alkalmazaséaval, pl.:
alternativ gazdaszervezetek, menedék, élohely €s tapanyag biztositasaval. Az augmentativ
vagyis tdmogatd biokontroll nagyszamu természetes ellenség vagy mikroba iddszakos
bejuttatasat jelenti egy adott teriileten. A klasszikus biokontroll alkalmazésa soran pedig a
kartevore nézve gazda-specifikus ellenség vagy mikroba bevezetése torténik. Ez a
megkdzelités altalaban akkor haszndlatos, ha egy idegen invaziv organizmus jelenik meg

egy adott terlileten, melynek nincs jelen természetesen el6fordulo ellensége (Internet 3.).

3.1.2. Biokontroll szerepe ¢és elonyei

Az Europai zoldmegallapodasban vagyis a ,,Green Deal”’-ben megfogalmazott célok kozott
szerepel a ndvényvédelemben alkalmazott kemikalidk és veszélyes rovarirtok hasznalatdnak
50%-kal torténd csokkentése, tovabba organikus miivelés ala kell essen a mezégazdasagi
teriiletek 25%-a kornyezeti teher csokkentése végett 2030-ig. Az 1. dbra bemutatja, hogy az
Eurdpai Unié orszagai koziil Ausztridban a legmagasabb az organikusan mivelt

mezdgazdasagi teriiletek ardnya az Osszes mezOgazdasagi terlilethez képest, mig



Magyarorszagon kicsivel az eurdpai atlag alatt, a megmiivelt mezdgazdasagi teriiletek
5-6%-a mindsiil organikusnak. Ezzel 0Osszhangban a biologiai ndvényvédelem
alkalmazasanak jelentés novekedésére szamithatunk a kovetkezd évek soran, ugyanis a
biokontroll alapvetd értékei kozé tartozik, hogy az alkalmazott szereknek nincs karosito
hatdsa a kornyezetiinkre, az emberekre és a nem-célzott él6lényekre. A kibocsatott
kemikalidk szignifikdns csokkentésével és mivel kartevd specifikus célzott intézkedéseket
haszndl alkalmazasa kedvez a biodiverzitasnak. A talaj mindségére is pozitiv hatassal van,
mivel csokkenti a karos szermaradvanyok €s szennyezddések jelenlétét, ezaltal a biokontroll
eldsegiti a kedvezé mikrobidlis kozdsségek kialakitasat. Nem vegyi mivoltabol adéddan a
biokontroll egy rendszerszintli és kiegyensulyozott megoldast kinalhat a fenntarthato

mezdgazdasag szamara (Hulot et al., 2021).
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1 éabra: Az Eurdpai Unid orszagaiban organikusan miivelt mezogazdasagi teriiletek

szazalékos aranya 2020-ban. (Internet 2.)

3.1.3. Biokontroll szerek csoportositasa

A biologiai novényvédelem soran alkalmazott szerek alatt azokat a természetbdl szarmazo
organizmusokat értjiikk, amelyek kartevok ellen hasznalatosak. Hatdsmechanizmusuk
szerteagazo, alapulhat példaul a kartevok elpusztitasan, elriasztasan és elterelésén is. E
szereket a kdvetkezd csoportokba sorolja a szakirodalom (Internet 5.):
- Makro szervezeteket: rovarok, atkdk és jotékony fonalférgek, amelyek kartevokkel
taplalkoznak; pl.: Amblyseius swirskii alkalmazésa meleghdzas névénytermesztés

soran.



- Mikro szervezetek: baktériumok, gombak, virusok és szarmazékaik, melyek
rendelkeznek valamilyen kartevd gatld hatassal; pl: Mycostop készitmény mely
hatéanyaga Streptomyces K61 (korabban S. griseoviridis) a fuzariumos hervadas
ellen alkalmazhato (Internet 6.).

- Szemiokémiai anyagok: ndvények, allatok és egyéb mikroorganizmusok altal
kibocsatott anyagok, amelyek fajon beliili vagy fajok kozotti kommunikéciora
alkalmasak, hatdasmechanizmusuk specifikus és nem toxikus; pl.: feromonos
légtértelités-ndivart lepkék természetes illatanyaganak elfedése altal gatolja a
parosodast.

- Természetes anyagok: kozvetleniil novényekbdl, asvanyokbol vagy allatokbol
kivont, vagy természetes anyag utdnzasara gyartott anyagok melyek eliizhetik
¢s/vagy kontrollalhatjak a kartevoket; pl.: Neem Azal T/S készitmény mely
hatéanyaga az azadirachtin, biologiai kitinszintézis gatld és taplalkozas blokkolo

rovardld szer (Laszl6 Gy., 2013).

3.2. Antagonista mikroorganizmusok gatlé6 mechanizmusai

Az antagonista mikroorganizmusok kozott lezajlodo gatldé hatasmechanizmusok Darvas és
munkatarsai (2008) altalanositva négy f6 csoportba sorolta, kiemelve, hogy a kiilonb6zo
résztvevo feleket vizsgalva egyre specifikusabb hatdismodok derithetéek fel. Vannak viszont

olyan esetek is, ahol a gatlohatas kifejtésének modja nem ismert pontosan.

3.2.1. Versengés

Az antagonista mikroorganizmusok kozotti egyik legjellemzébb kdlcsonhatés a valamilyen
kornyezeti létfeltételért, pl.: tdpanyagért, térért torténd versengés. A kompeticid sordn az
egyik faj egyedei képesek gyorsabban, hatékonyabban hasznositani az adott vegytiletet, ami
a gatolt faj egyedei szaporodasanak visszaszoritasat, elhalasat idézheti el6. A versengés
tényére sokszor csak kovetkeztetni lehet igy a versengés targyat képzO anyag vagy

vegyliletcsoport beazonositdsa nem mindig lehetséges.



3.2.2. Antibidzis

A legrégebben ismert €s legtobbet tanulmanyozott mechanizmus, melynek soran az egyik
faj a masik egyedeit karositja antibiotikus hatdsu anyagok termelése révén. A kiilonb6zd
antibiotikus anyagok hatdsmoddja és hatadsspektruma nagy valtozatossagot mutat. Léteznek
mikrobacsoportokra specifikus antibiotikus anyagok, viszont vannak olyan antibiotikus
hatasu anyagok (pl.: mikotoxinok), amik magasabb rendii szervezetek (ndvények, allatok,
emberek) szamara is toxikus vagy egyéb modon kedvezdtlen hatasuak pl.: karcinogén
hatastiak. Ezek az anyagok kémiailag is nagyon eltérdek. Kérdéses tovabba, hogy a
kornyezeti feltételek hogyan befolydsoljak az antibiotikus hatast anyagok termelését. Egyes

vizsgalatok szerint a viszonylag bdséges €s egyenletes tapanyagellatas kedvezo.

3.2.3. Parazitizmus

Parazitizmus sordn az antagonista szervezet fizikai kontaktusba keriil a gazdaszervezettel,
behatol abba, majd tdpanyagként hasznositja annak biomasszajat. Ez a mikroorganizmusok

kozotti kapcsolatban ez elsésorban a gombakra jellemzo.

3.2.4. Elicitor hatas

A novényvédelemben alkalmazott mikroorganizmusoknak azon hatasa, amikor a veliikk
kapcsolatba keriilé ndvényekben képesek rezisztenciat indukalni névényi korokozokkal
szemben, azaz megndvelni a ndvény ellendlloképességét. A szakirodalomban taldlhatd
emlités pékélesztdé (Saccharomyces cerevisiae) sejtfalkivonataval kezelt arpa novényrdl,
amelynek lisztharmattal szembeni ellenédlld képessége a kezelést kovetden megnétt. Az
elicitor hatds bekdvetkezése akkor tekintd bizonyitottnak, ,,ha a novény ellenalld képessége
a koérokozoval szemben a rezisztenciat kivaltdé mikrobaval tortént oltastdl térben és/vagy
idében elvalasztva figyelhetd meg, tehat példaul a novény gyokérzetének a kezelése utan a

fold feletti részeken (is) kifejezddik a fokozott ellenalld képesség.” (Darvas B., 2008)



3.3. Biologiai kontroll alkalmazéasi lehetdségei az ¢élelmiszer eredetli patogén

mikroorganizmusok elleni védekezésben

A patogén mikroorganizmusokkal fertézott élelmiszerek vilagszintli egészségiigyi
kockazatot jelentenek, ennek csokkentése érdekében az élelmiszeripar kiillonbozd tartositasi
eljarasokat fejlesztett ki és alkalmaz napjainkban. A legtobb ilyen eljards a patogén
mikroorganizmus elpusztitasara és szaporodasanak gatlasara osszpontosit. Az egyik talan
leggyakrabb alkalmazott fizikai eljaras a hdkezelés, ami a mikrobak ellen hatdsos modszer,
de a kezelt élelmiszer tapérték Osszetételére és eérzékszervi tulajdonsigaira egyarant
negativan hathat. Masik nagyon gyakran alkalmazott hagyomanyos tartositasi technika, ami
sok esetben negativ fogyasztoi véleményt valt ki, a kémiai tartdsitoszerek (pl.: szulfitok,
nitritek) alkalmazasa. Alternativ megkozelitésként az elmult évtizedekben szdmos kutatd
vizsgalta az ¢lelmiszerek biologiai tartdsitasanak lehetOségeit, vagyis €16 szervezetek
alkalmazéasat a patogén mikroorganizmusok elleni védekezésben. A vizsgalatok soran
kiilonb6z6 hatdsmechanizmusokat azonositottak. Belak (2014) jelentésében hat csoportba
sorolta a biologiai kontroll potencidlis ,,eszkozeit”. Ezek a kovetkezok: bakteriofagok,
ragadozé baktériumok, védokulturdk és antimikrobds metabolitok alkalmazasa, tovabba

mikroorganizmusok kozotti versengés €s a ,,quorum sensing”’ mechanizmusai.

3.3.1. Bakteriofagok

A bakteriofagok olyan virusok, amelyek kizarolag baktérium sejtek megfert6zésére képesek.
A bakteriofagokat életciklusuk alapjan két csoportba sorolhatjuk: litikus és lizogén fazistak.
A litikus fagok a baktériumsejtek lizisét okozzak, a sejt szétesésével a gazdasejtben
elszaporodott szdmos fag partikulum kikeriil a kérnyezetbe, amik tovabbi baktériumsejtek
megtamadasaval szoritjak vissza a fertdzést. A lizogén fagok nem okoznak sejtlizist, viszont
nukleinsavuk beépitésével képesek a gazdasejt fenotipusanak megvaltoztatisara.
Elelmiszeripari jelentésége a litikus fagoknak van, alkalmazasukkal szamos élelmiszer
patogén baktérium gatlasa megvalosithatd. A 1. tablazat tartalmazza a szakirodalomban
fellelhetd bakteriofaggal gatolt élelmiszer patogén baktériumok listdjat, a vizsgalt

kortilmények rovid leirasat és a referenciakat, a teljesség igénye nélkiil.



1. tablazat.: Bakteriofaggal sikeresen gatolt élelmiszer patogén baktérium példak és

vizsgélati koriilményeik.

Gatolt patogén Vizsgalati kortilmények rovid leirasa Referencia
baktérium
E. coli 2 napos fag koktéllal (ECP-100) torténd Sharma et al.
permetezést kovetden salatan €s sargadinnyén, a (2009)
telepképzo egységek jelentds csokkenése volt
megfigyelheto.
Campylobacter | Folyékony élelmiszerekben kis szamban jelenlévé | Bigwood et al.
koérokozok biokontrollja elérhetd kellden magas (2009)
hozzéadott fagkoncentracio (Cj6) mellett.
Salmonella 6 napos, 15 °C-os inkubalas soran az FO1-E2 fag | Guenther et al.
alkalmazasa 5 logaritmikus nagysagrenddel (2012)
csokkentette a S. typhimurium szamat pulyka
felvagott vizsgalatakor.
L. Féag alkalmazésaval L. monocytogenes telep képzd Bigot et al.
monocytogenes egységeinek csokkenése 2,5 logaritmikus (2011)
nagysagrenddel volt detektalhat6 30 °C-on
fogyasztasra kész csirketermékben; 1d6
elérehaladtaval 4jboli ndvekedés volt
megfigyelhetd a patogén mennyiségében.
Staph. aureus Féag koktél hozzaadésa S. aureus-szal fertézott Bueno et al.
pasztérozott tejhez. Ebbol késziilt friss sajtban 6 (2012)
ora elteltével detektalasi szint ala csokkent a
patogén mennyisége, kemény sajt esetében
folyamatosan csokkenés volt detektalhato a
kontrollhoz képest.
Cronobacter Csecsemotapszerekben, 40 vizsgalt torzsbol 35 Zuber et al.
sakazakii torzs novekedését volt képes gatolni egy 6t fagbol (2008)
allo koktél.
Shigellae Mind a fag koktél, mind az individualis fagok Zhang et al.
kiilon-kiilon alkalmazésa soran a Shigellae telep (2013)
képzd egységeiben csokkenés volt megfigyelhetd.
A fag koktél alkalmazéasa hatékonyabbnak
bizonyult, mint az egyes fagok kiilon-kiilon torténd
alkalmazésa.

A bakteriofagok é€lelmiszer patogénekkel szemben torténd alkalmazasanak elonyei kozott
érdemes megemliteni, hogy gazdasejt specifikussdguknak kdszonhetden a kdrnyezetre és
emldsok sejtjeire nincsenek hatdssal. Alkalmazasukkal elkeriilheté a kihivasokkal teli,
antibiotikum rezisztens patogén torzsek kialakuldsa is. A fagok eldallitasa relativ egyszerti
¢s valtozd kornyezeti viszonyok kozott stabilan tarolhatdak, tovabba auto-replikativ

s

kivant eredmény. Alkalmazasuk mégis kell6 koriltekintést igényel, hiszen tovabbi



kutatasokra van sziikség a fag rezisztencia mechanizmusanak és a kialakult rezisztencia

legy6zésének jobb megismerése érdekében. (Kazi et al., 2016).

3.3.2. Ragadoz6 baktériumok

A ragadozd baktériumok olyan Gram-negativ, mobilis baktériumok, amik képesek
megtamadni és sejtlizist el6idézni mas, foként Gram-negativ baktériumokban. Az 1960-as
évek oOta ismert Bdellovibrio nemzetség tagjai jellemzoéen ilyen ragadozo életmoddot
folytatnak. Eletciklusuk két részbdl all, a timadasi szakaszbol, amikor a flagellumokkal
rendelkezd mobilis sejtek megtdmadjak a préda sejteket, és egy novekedési-szaporodasi
szakaszbol, aminek kdvetkeztében a préda sejt szétesik €s elpusztul. Fratamico et al., (1995)
laboratoriumi koriilmények kozott sikeresen bebizonyitotta a Bdellovibrios bacteriovorus
109] torzs hatékonysagat szdmos €lelmiszer patogén baktériummal (E. coli, Shigella flexneri
kiilonbozd torzsei) szemben. Kutatdoi munkassaguk soran kimutattdk, hogy a ragadozé
baktériumok hatasukat képesek kifejteni relativ széles spektrumu koérnyezeti tényezok
kozott, igy potencialis biokontroll szerként azonositottak kiilonbozd élelmiszercsoportok

esetében is.

3.3.3. Versengés, védokulturak és antimikrobas metabolitok alkalmazasa

A versengés, védokulturdk €s antimikrobas metabolitok alkalmazasi lehetdségei szorosan
Osszefiiggenek és elméleti hatteriik azonos a 3.2.1. és 3.2.2. fejezetekben leirtakéval. Mind
versengés, mind a védokultardk alkalmazasa soran részt vehet a gatld6 mechanizmusban
valamilyen antimikrobas metabolit, amit a biokontroll szerként alkalmazott szervezet termel.
Mindharom kategoériaban kiemelkedd élelmiszerbiztonsagi jelentdsége van a bakteriocint
termeld tejsavbaktériumoknak, melyek a hagyomanyos tartdsitasi eljarasokon (pl.: erjesztés)
tul, biokontroll szerként is sikeresen alkalmazhatoak példaul a L. monocytogenes ellen.
Bakteriocin termelés mellett szamos anyagcsere termékiik (pl.: tejsav, H202 alkalmazhato)
rendelkezik véddé funkcioval penészek és romlast okozd baktériumok ellen (Arena et al.,

2016).



3.3.4. ,,Quorum sensing” mechanizmus

A ,,quorum sensing” a baktériumok sajat populacion beliili, fajok kozotti és méas magasabb
biologia tudomanyteriilet fejlodésének koszonhetden, a 20. szdzad utolsd évtizedeiben
megddlt az a nézet miszerint a baktériumok ,,egysejtl, fiiggetlen életmodot” folytatnak.
Ekkor ismerték fel, hogy a baktériumok specifikus szerves vegyiiletek kibocsatasaval
képesek a kornyezetiikkel kommunikalni, ezekkel a vegyiiletekkel befolyasolni sajat
populécioik, illetve mas szervezetek viselkedését. A ,,quorum sensing” mechanizmusa
hatassal van a baktériumkozosségek térbeli szervezddésére, segitségével a résztvevo sejtek
képesek észlelni a populacio sejtsiirliségének nagysagat. A kibocsatott szignal-molekulak
koncentréaciotol fiiggden, adott kdzosség tagjaiban génkifejezddési valtozasokat idézhetnek
kornyezeti viszonyok kozott. A ,,quorum sensing”’-gel magyarazhatd tobbek kozott, hogy
egyes patogén baktériumok miért valtanak ki gyulladasos reakcidt az emberi szervezet
bélcsatorndjaban, ellentétben a hasznosnak itélt, probiotikus hatast baktériumokkal. Ez a
megallapitas azt bizonyitja, hogy a karos és hasznos mikrobidta esetén masfajta érzékelés és
kommunikacié megy végbe. A ,,quorum sensing” hatasmechanizmusénak pontosabb
megértése, az azt gatld hatasu  vegyiiletek felderitése ¢lelmiszertartositasi és
¢lelmiszerbiztonsagi szempontbdl is szignifikans fejlesztési lehetdségeket rejt magaban.
visszaszorithatd a szaporodasuk, ezaltal ndvelni lehet mind az élelmiszer eltarthatosagat,

illetve biztonsagossagat (Farkas és Mohacsiné Farkas, 2014).

3.4. Pantoea agglomerans bemutatéasa, eléfordulasa

A vizsgalatok megkezdésének idején még egy ismeretlen baktériumként kezeltlik az érintett
tenyészetet, de a vizsgalatok elérehaladtaval megallapitasra keriilt a baktérium kiléte,
MALDI-TOF-MS eljaras soran Pantoea agglomerans-ként tortént meg a beazonositasa. Az
Anyagok és moddszerek fejezetben bOvebben kifejtem az azonositds érdekében elvégzett
miiveleteket.

A P. agglomerans (korabbi nevén Enterobacter agglomerans) egy sarga telepet képzo,
palcika alaku, aerob, Gram-negativ, fakultativ patogén baktérium az Erwiniaceae csaldd

tagja. Ubiquiter, altaldban novények feliiletérdl, emberi és allati székletbdl izolalhatd. A

10



Pantoea nemzetség leggyakrabban izolalt tagja. A gyakori el6fordulasabol kiindulva széles
kornyezeti tényezok kozott képes novekedni (Costa et al., 2002).

A P. agglomerans baktériumot gyakran izolaltdk korhazakban, elfert6z6dott sebekbdl, ahol
a penetralo sériiléseket novényi részek okoztak (pl.: fa, tliske), illetve foként
immunszupresszalt egyéneknél korhazi fertdzésként is azonositottdk. A korhazi fertézés
leggyakrabban fert6zott eszkdzok (pl.: katéter) kozvetitésével valosult meg, szeptikus iziileti
gyulladast, csonthartya- és szivhartyagyulladast okozva. Endotoxinjat toxikus tiidégyulladas
koérokozojaként is azonositottak kelet Lengyelorszagban mezdgazdasagi munkat végzo
egyének csoportjaban, gabonapor belélegzését kovetden (Dutkiewicz et al.,, 2016a).
Viszonylag kevés esetet jelentettek, ahol a P. agglomerans gerinces allatokban valtott volna
ki fert6z6 megbetegedést, delfineknél vetélés és vérzéses megbetegedés volt megfigyelhetd.
Rovarok korében gyakran fordulnak el P. agglomerans torzsek, féként szimbiontaként.
Novényekben foként mutualistaként van jelen, de néhany haszonndvénynél (pl. gyapot, rizs,

hagyma, kukorica) betegséget okoz (Dutkiewicz et al., 2016b).

3.4.1. Pantoea agglomerans alkalmazasi lehetségei az agrariumban

Az elmult évtizedekben szamos kutatd vizsgélta a P. agglomerans antagonista hatasat és
lehetséges alkalmazasat a biologiai ndvényvédelemben, illetve az ¢lelmiszerekkel
kapcsolatos patogén mikroorganizmusok elleni védekezésben.

A P. agglomerans egyes torzsei képesek antibiotikus vegyiiletek termelésre, ami hatasosnak
bizonyult emberi, allati és névényi megbetegedések kezelésében is. Ezek az antibiotikus
anyagok kémiailag igen valtozatosak. Az 2. tablazatban soroltam fel a teljesség igénye
nélkiil, néhany szakirodalomban fellelhetd példat a P. agglomerans altal termelt antibiotikus

anyagok kémiai valtozatossagara.
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2. tablazat: P. agglomerans altal termelt antibiotikus anyagok kémiai csoportositdsa.

(Dutkiewicz et al., 2016¢ munkaja alapjan)

Antibiotikus Antibiotikus vegyiilet Gatolt patogén mikroorganizmus(ok)

vegylilet elnevezése

kémiai

csoportja

lipopeptid herbicolin A és B Szterol tartalmu gombak

dapdiamide herbicolin L. Erwinia amylovora

- pantocins A and B kiilonboz6 Enterobacteriaceae torzsek,
pl.: E. amylovora

Peptid microcin E. amylovora

Savas agglomerins A, B, C and D Clostridium difficile, C. perfringens,
Propionibacterium acnes

Pszeudopeptid | andrimid Gram + és Gram — baktériumokat
egyarant, pl.: methicillin-
rezisztens Staphylococcus aureus
(MRSA), vancomycin-rezisztens
Enterococcus (VRE) és Klebsiella
pneumoniae

Peptid 2-amino-3-(oxirane-2,3- E. amylovora (soybean pathogen)

dicarboxamido)-propanoyl-
valine (APV)

A P. agglomerans szamos termesztett novényt veszélyeztetd patogén baktérium €s gomba
antagonista szervezeteként ismert. Forgalomban kaphaté E325 és P10c tdrzsei a
legismertebbek, ami az Erwinia amylovora baktérium elleni védekezésben bizonyult
sikeresnek. Az E. amylovora alma- €s kortetermésii novények tlizelhalas betegségéért felelos
baktérium. Khadija Faraj Al-Arabi doktori értekezésében arr6l szamolt be, hogy ,.a
tlizelhalas betegségtiineteit a Pantoea agglomerans tobb gazdandvényfajon redukalta, igy
kiilonbozd almafajtan, birs- és kortegyiimdlcson. Az alkalmazott pre- és poszt kezelés
eredményes volt, de a fertdzés eldtti kezelés hatasosabbnak bizonyult. Almalevélen az
elokezelés 50-98%-o0s, az utokezelés pedig 34-51%-os tiinetcsokkenést eredményezett” (Al-
Arabi, 2002).

A P. agglomerans f6 géatldo hatdsmechanizmusa az Erwinia amylovora-val szemben
els6sorban az antimikrobas szer termeld tulajdonsdga. Az 1. tablazatban bemutatott
antibiotikus vegyiiletek koziil néhany képes a patogén aminosav szintézisére hatni, tovabba
a P. agglomerans versengés soran eredményesebb, sikeresebben telepedik meg az alma- és
korteterméstliek viragzatdban, mint a patogén baktérium (Dutkiewicz et al., 2016¢). Kim és
munkatarsai (2022) munkajuk soran az E325 torzset alignat mikrokapszulaba (AMC) zarta

¢és gatlo hatékonysagat a relativ nedvességtartalom fiiggvényében vizsgalta. A valtozo relativ
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nedvességtartalommal kivanta utanozni a nyilt szant6fold valtozatos kortilményeit. A
vizsgélatok soran az AMC kozvetitett E325 torzs hatékonyan visszaszoritotta az Erwinia
amylovora éltal okozott fertézést. A tanulmany alapjan a mikrokapszuléba zart biokontroll
szer hasznalata igéretes praktika lehet a tiizelhalas visszaszoritdsdban akar nem kontrollalt
koriilmények kozott is.

P. agglomerans hatasosnak bizonyult zoldségek termesztése soran is. Kanadéban
burgonyagumokrol izolalt P. agglomerans torzsek sikeresen visszaszoritottdk a
feketerothadasért felelds Peptobacterium atrosepticum novekedését. Hsieh és munkatarsai
(2005) munkajuk soran kimutattdk, hogy a P. agglomerans-al kezelt vetOdmagok
hasznalataval sikeresen szabalyozhat6 a babfélék Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens altal okozott bakterialis hervadasa. Tovabba rizs €s kiilonb6zo gabonafélék
bakteridlis fertézéseivel szemben is pozitiv eredményeket értek el a kutatok a P.
agglomerans alkalmazasaval.

Az antibiozis €s versengés mellett, a P. agglomerans kevésbé ismert hatasmechanizmusa,
amit a bioldgiai novényvédelem soran hasznositani lehet, az a ndvényi rezisztencia
indukalasa példaul: bakterialis levélfoltosodasat okozd Xanthomonas campestris pv.
armoraciae patogén elleni rezisztencia alakult ki retkeknél P. agglomerans-szal torténd
kezelést kdvetden (Han et al., 2000).

Szamos kutatd vizsgalta a Pantoea agglomerans ndvény patogén penészgombakkal
szembeni gatld hatasat is. Alkalmazasa sikeresnek bizonyult szamos bliza patogén
mikroorganizmus visszaszoritasaban (Fusarium culmorum és Puccinia recondita f.sp. tritici,
Fusarium avenaceum-mitotoxin termeld, Fusarium graminearum). Verhagen ¢és
munkatarsai (201 1) tanulmanyukban arrdl szamoltak be, hogy a P. agglomerans képes volt
sz0l6novényben rezisztenciat kivaltani a sziirkerothadés korokozoja, a Botrytis cinerea-val
szemben.

Kiilfoldi tanulményokban (Dutkiewicz et al., 2016c¢) pozitiv eredményekrdl szamoltak be a
kutatok a P. agglomerans penészgatld hatasaval kapcsolatban a termények tarolasa soran is.
Kimutattak, hogy a Pantoea agglomerans CPA-1 és CPA-2 torzsei kivaldo védekezést
biztositottak a kovetkezd patogének altal indukalt megbetegedések ellen: Botrytis cinerea,
Penicillium expansum, Rhizopus stolonifer; és gatolta az emberi egészségre is artalmas
Penicillium expansum altal termelt mikotoxin, a patulin felhalmozddasat. A CPA-2 torzzsel
kezelt citrusfélék esetében kevesebb kék- és zoldrothadéassal (Penicillium italicum,

Penicillium digitatum) kapcsolatos incidenst jelentettek. Az EPS125 torzs csonthéjasok
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tarolasanak vizsgalatakor ért el pozitiv eredményt a Monilinia laxa és Rhizopus stolonifer
altal eloidézett rothadasos megbetegedésekkel szemben.

Osszegezve, a P. agglomerans kiilonbdzd torzsei nagy potenciallal rendelkeznek a biologiai
novényvédelem és €lelmiszertartdsitas teriiletén. Széles hatasspektrumuknak kdszénhetéen
mind bakterialis, mind penészes fert6zések elleni védekezésben fontos szerepet jatszhat a
jovoben. Gatlé hatasmechanizmusa is sokoldalu, egyes torzsek képesek antibiotikus
anyagok termelésére, €s/vagy a novény rezisztencidjat indukaljak tovabba tapanyagért, térért
torténd  versengés kovetkeztében is képesek a patogén mikroorganizmusokon

feliilkerekedni.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A baktérium azonositdsdhoz alkalmazott anyagok:

Gram-festés:
kristalyibolya festék
lugol oldat

95 % etanol oldat
szafranin

desztillalt viz

Katalaz préba:

H2023% oldat

Oxidaz proba:

oxidaz reagens (5 % tetrametil-fenil-diamin hidroklorid)
Kalium-hidroxid proba:
KOH 3% oldat
MALDI-TOF-MS
hangyasav HCOOH 70 %

matrix, alfa-ciano-4-hhidroxi-fahéjsav

4.2. Vizsgalatokhoz felhasznalt tapkozegek

TGE taptalaj, 1000 ml végtérfogat:
5 g pepton

2,5 g élesztdkivonat

1 g gliikkéz

15 g agar

YEPD taptalaj, 1000 ml végtérfogat:
5 g pepton

10 g élesztokivonat

10 g gliikéz

15 g agar
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e Kiilonboz6 pH értekt, pufferelt TGE taplevesek, 100 ml végtérfogatra:

3. tablazat: Kiilonb6zo pH értéki pufferelt taplevesek eldallitasahoz sziikséges

alapanyagok és mennyiségiik.

pH pepton (g) | élesztdkivonat | gliikoz (g) | IM IM
(2) NaxHPO4 citromsav
(ml) (ml)

3.0 1 0,5 0,2 0,822 1,589
4.0 1 0,5 0,2 1,542 1,229
5.0 1 0,5 0,2 2,060 0,970
6.0 1 0,5 0,2 2,526 0,737
7.0 1 0,5 0,2 3,294 0,353
8.0 1 0,5 0,2 3,890 0,055

o Végtérfogatok eléréséhez: desztillalt viz

4.3. Vizsgalatok soran alkalmazott mikroorganizmusok

A felhasznalt baktériumok és élesztégombak egy része a MATE Elelmiszer-mikrobiolégia,
-higiénia és -biztonsag TanszEék sajat gylijteményébdl szarmazik. Az élesztégombak koziil a
Saccharomyces  cerevisiae a CBS  (Centraalbureau voor Schimmelcultures)
torzsgylijteménybdl szarmazott, a Zygosaccharomyces lentus és Candida parapsilosis pedig
a NCAIM (Mezdgazdasagi ¢és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytljteménye)

torzsgylijteménybdl szarmazik.

4.3.1. Baktériumok:

e Pseudomonas lundensis (azonositasi tesztek soran pozitiv kontrollként alkalmazott)
e Listeria innocua

e Staphylococcus aureus

e Escherichia coli

e Pseudomonas aeruginosa

e Bacillus cereus
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4.3.2. Elesztégombak

e Saccharomyces cerevisiae CBS 1171
e Zygosaccharomyces lentus Y1200

e Zygosaccharomyces rouxii A9

e Candida parapsilosis Y1011

e Pichia anomala J121

e Zygosaccharomyces bailii PM167

e Galactomyces geotrichum

4.4. Vizsgéalatok soran alkalmazott médszerek

4.4.1. Gram-festés

A baktériumok két eltérd csoportba sorolhatdak a sejtfalszerkezetiik alapjan. Gram-festés
soran a Gram-pozitiv baktériumok sejtjei megfestédnek kékes/lilas szinfire, mig a Gram-
negativ baktériumok rozsaszinliekké. Lang mellett dolgozunk. Miianyag oltdkacs
segitségével, targylemezre felvitt egy csepp vizben szuszpendalunk egy kacsnyi
baktériumsejtet. Levegén beszaritjuk és-lang f61ott fixaljuk, majd par csepp kristalyibolya
festéket csopogtettiink ra, fontos, hogy elfedje a targylemezre felvitt mintat. 1 perc varakozas
utan, desztillalt vizzel ledblitjiik a felesleges kristalyibolya oldatot. Ezt kdvetden par csepp
lugol oldatot adunk a mintahoz, szintén 1 perc varakozas utan desztillalt vizzel 6blitjiik.
Kovetkezd 1épésként 95%-os etanollal folyamatos 6blitést végziink, amig a lefolyd etanol
elszintelenedik, utana ismételten Oblitiink desztillalt vizzel. Utdéfestékként szafranint
alkalmazunk, amit szintén 1 percig allni hagyunk a mintan majd desztillalt vizzel 6blitjiik.
Ezutan 6vatosan lang fol6tt szaritjuk a mintat és mikroszkdp alatt kiértékeljiik. Kontrollként,

a Gram-negativ Pseudomonas lundensis tenyészettel megismételjiik a fenti Iépéseket.
4.4.2. Katalaz proba
Az ismeretlen baktériumtenyészetbdl milanyag oltokacs segitségével felvisziink egy

kacsnyit egy targylemezre. H202 oldatot csOpoOgtetiink a mintara, pozitiv eredmény esetén

katalaz enzim jelenlétére utald oxigén keletkezése figyelhetd meg buborékformalddasként.
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Kontrollként, a katalaz-pozitiv Pseudomonas lundensis tenyészettel megismételjiik a fenti

lépéseket.

4.4.3. Oxidaz proba

A teszt elvégzésével az allapithaté meg, hogy a vizsgalt baktérium rendelkezik-e citokrom-
oxiddz ¢ enzimmel, ezaltal sziikitve a szoba jov6 nemzetségek szamat. Egy szlirOpapirt
atitatunk oxidaz reagenssel és a vizsgalni kivant baktériumtenyészetbdl egy kacsnyit
eldorzsoliink rajta. Sotétbibor szinreakcio jelzi a pozitiv eredményt, amikor is a hasznalt
reagenst szubsztratként érzékeli az enzim komplex €s oxidalja azt. Kontrollként, az oxidaz

pozitiv Pseudomonas lundensis tenyészettel megismételjiik a fenti Iépéseket.

4.4.4. Kalium-hidroxid teszt

A vizsgalat soran, a KOH oldat roncsolja a Gram-negativ baktériumok sejtfalat, aminek
kovetkeztében kromoszomalis anyag tdvozik a sejtekbdl. Pozitiv eredmény esetén ragados,
nyulds allaguva valtozik a minta. A teszt elvégzéséhez milanyag oltokaccsal felvisziink egy
kacsnyi vizsgalni kivant baktérium tenyészetet egy targylemezre, és par csepp KOH oldatot
cseppentiink rd €s a kaccsal 6vatosan elkeverjiik. A kacsot a mintabol kicsit kiemelve,
pozitiv eredmény esetén megfigyelhetd a nyulésodas. Kontrollként, a kalium-hidroxid
probara pozitiv eredményt add Pseudomonas lundensis tenyészettel megismételjiik a fenti

lépéseket.

4.4.5. Hémérséklet-optimum meghatarozasa

A vizsgalat célja, hogy megallapitsuk, milyen hémérsékleti viszonyok k6zott szaporodik a
leggyorsabban az azonositani kivant baktérium. Osszesen hat kiilonbdzd hémérsékletet
vizsgaltuk, két parhuzamossal dolgozva. 12 darab Petri-csészébe TGE taptalajt ontiink, és
hagyjuk megdermedni. Majd a friss, 24 oOras baktérium tenyészetb6l 0,5 McFarland-
standardnak megfeleld denzitdsi szuszpenciot készitink McFarland denzitométer
segitségével. Laminaris fiilke alatt, lelangolt oltokacs segitségével szélesztéssel felvisszik a
mintat a Petri-csészékbe. Az igy elkészitett Petri-csészéket ezutan 10 °C, 15 °C, 25 °C,
30 °C, 37 °C ¢és 41 °C-on termosztaljuk. A ndvekedést 24 ¢és 48 ora elteltével

szemrevételezéssel értékeljiik.
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4.4.6. pH-optimum meghatarozasa

A vizsgalat célja, hogy megéllapitsuk, milyen pH viszonyok kozott szaporodik
leggyorsabban az azonositani kivant baktérium. Ehhez eldkészitiink hat kiilonb6zé pH-ju
taplevest a 3. tdblazat szerint és autoklavban sterilizaljuk Oket. Hasznélat eldtt Duotest
segitségével ellendrizziik a pH értékiiket. A vizsgalni kivant baktériumbol 0,5 McFarland-
standardnak megfeleld denzitasi szuszpenzioét készitink McFarland denzitométer
segitségével. Igy biztositani tudjuk, hogy a kiilonb6z6 vizsgalatok soran alkalmazott
baktérium szuszpenzidk nagysagrendileg megegyez0 mennyiségli baktérium sejtet
tartalmaznak (0,5 McFarland 107 és 10 TKE/ml kozotti baktérium mennyiségnek felel
meg). A mérés soran vizsgalt mintakat 500-500 ul kiilonb6z6 pH-ju taplevesekbdl, 100-100
pl baktérium szuszpenziobol (vortexelés utan) és 400-400 pl desztillalt vizbol allitjuk dssze,
automata pipetta segitségével, Eppendorf csdvekbe. A Multiskan mintatartd egységébe
vortexelés utan 3 x 300 ul mintat visziink fel a kiilonbozo eldkészitett pH-ju mintakbol. A

4. tablazat szemlélteti a mintak elhelyezkedését a mintatartoban.

4. tablazat: A Multiskan mintatartdjara felvitt vizsgalati mintak elhelyezkedése.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
® ® ® ® ® ® ® ® ® ® ® ®
B ® C C C ® pH | pH | pH ® ® ® ®

3 3 3
C ® pH ® pH | pH | pH ® ® ® ® ® ®
4 5 5 5
D ® pH | pH ® pH | pH | pH ® ® ® ® ®
4 4 6 6 6
E ® |pH | pH | pH | ® | pH | pH | pH | ® ® ® ®
7 7 7 8 8

F ® ® ® ® ® ® ®
G ® ® ® ® ® ® ®
H ® ® ® ® ® ® ®

® B ®| =
®
®
®
®

C= kontroll: Nem pufferelt tdplevessel késziilt minta oldat.

® =300 pl desztillalt vizzel feltoltott cellak, a parolgas visszaszoritdsa végett.
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A mintatartot behelyezziik a berendezésbe fedd nélkiil, beallitjuk a hdmérsékletet 30 °C-ra
¢és elinditjuk a szamitogépen az Ascent programot. A miiszer 24 6ran keresztiil minden fél
oraban mérést végez a mintacellakban 1évé baktériumok szaporodasat nyomonkovetve. A
Multiskan késziilék 595 nm hullamhosszon méri a mintdk abszorbancia értékeit. A kapott
abszorbancia értékek pozitiv korrelaciét mutatnak a baktérium sejtszammal. Az eredmények

kiértékelése Excel segitségével tortént.

4.4.7. Baktérium identifikélasa matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcios, ionizacios, repiilési 1d6

mérésén alapuld tomegspektrometriaval (MALDI-TOF-MS).

A mikroorganizmusok azonositdsanak egy relativ Ujszeri modszere a MALDI-TOF
tomegspektrometria alkalmazésa. A berendezés sematikus felépitését a 2. abra szemlélteti.
Az azonositds alapja, hogy a mikrobak egyedi fehérjeprofillal rendelkeznek, ami
fajra/nemzetségre specifikus ujjlenyomatként szolgal. Az ismeretlen baktérium
tomegspekrumat egy szoftver (Bruker Daltonic Compass programja) az adatbéazisba gytijtott

referencia tomegspekrumokkal 6sszehasonlitja €s egyezés esetén azonositja.
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Ujjlenyomat
tomegspektrum

Detektor

\ 4

Repiilési id6 O
tomeganalizator <
A kisebb m/z (tomeg/toltés)
hanyadost ionok gyorsabban
utaznak a detektor felé

—_—

Protonalédott analit ionos /
A nagyobb m/z (tomeg/toltés)

N .__% hényadost ionok lassabban
. utaznak a detektor felé

v

Lézer sugyr &——

\

’ ———> Protonélddott matrix ionok

Mintatart6 az analit- &——
matrix keverékkel

2. abra: MALDI-TOF MS berendezés sematikus abréja. (Internet 7.)

Laminaris fiilke alatt, az azonositani kivant baktérium friss tenyészetébdl steril fogpiszkalo
segitségével felvissziik a sejteket a 3. abran bemutatott MSP 96 polirozott acél mintatartora.
Automata pipetta segitségével 1 ul 70 % hangyasavat adunk a felvitt mintdhoz, ami
sejtroncsolo hatdsa végett segit feltarni a sejteket. Szintén automata pipettaval 1 pl matrix
oldatot adunk a mintdkhoz az ionizacid eldsegitése végett. Levegdn hagyjuk beszaradni a
mintakat majd elhelyezziik a Bruker MALDI-TOF mintatartd egységében. Kisérd
dokumentum segitségével kovetjik nyomon, hogy melyik mintahelyre milyen
mikroorganizmus keriilt. A berendezés 96 mintat kevesebb mint egy ora alatt képes
beazonositani. A program, mintarol mintara halad és valds idében nyomonkovethetd
beépitett kamera segitségével. A spektrumok felvételét kovetéen a program kiértékeli a

spektrumok mindségét és az azonositds mindségét is. Akkor fogadhato el az eredmény, ha
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mindkét tényez6ét elfogadhatora értékelte a program (2-3 kozotti pontszdm esetén

elfogadhato). Az altalunk azonositani kivant baktérium a D1 és D2 helyre keriilt felvitelre.

3. abra: MALDI-TOF berendezéshez hasznalt MSP 96 polirozott acél mintatarto a felvitt

mintakkal.

4.4.8. Pantoea agglomerans gatld hatasanak vizsgalata baktériumokkal szemben

A vizsgélat célja, hogy megallapitsuk a P. agglomerans rendelkezik-e antagonista hatassal
a kovetkezO baktériumokkal szemben: Listeria innocua, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus. Laminaris flilke alatt 3 ml, 0,5
McFarland standardnak megfeleld denzitasti baktérium szuszpenziokat készitiink a gatolni
kivant mintakbdl, a kapott szuszpenziokat vortex segitségével elegyitjilk majd 100x-os
higitast végziink. A higitassal kapott baktérium szuszpenziokbdl automata pipettaval 1-1 ml
mériink TGE téptalajra, amit 6vatos mozdulatokkal egyenletesen eloszlatunk. A tapkozeg
felszinén foloslegben maradt szuszpenziot leszivjuk, majd hagyjuk lang mellett megszaradni
a mintakat. Utana steril fogpiszkalo segitségévél, friss tenyészetbdl két parhuzamos
vonalban felvisszikk a P. agglomarans sejteket. A beoltott Petri-csészéket 30 °C és
37 °C-on inkubdljuk. Az eredményeket szemrevételezéssel 24, illetve 48 oOra utan

ellen6rizzik.

4.4.9. Pantoea agglomerans gatld hatdsanak vizsgalata élesztdgombakkal szemben

A vizsgélat célja, hogy megallapitsuk a P. agglomerans rendelkezik-e antagonista hatéssal
a kovetkezd ¢élesztdgombakkal szemben: Saccharomyces cerevisiae CBS 1171,
Zygosaccharomyces lentus Y1200, Zygosaccharomyces rouxii A9, Candida parapsilosis
Y1011, Pichia anomala J121, Zygosaccharomyces bailii PM167, Galactomyces

geotrichum. Laminaris fiilke alatt 3 ml, 0,5 McFarland standardnak megfelelé denzitasu
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élesztd szuszpenzidkat készitiink a gatolni kivant mintakbol, a kapott szuszpenzidkat vortex
segitségével elegyitjik majd 10x higitast végziink. A higitdssal kapott élesztégomba
szuszpenziokbdl automata pipettaval 1-1 ml-t mérink YEPD taptalajra, amit &vatos
mozdulatokkal egyenletesen eloszlatunk. A tipkdzeg felszinén f6loslegben maradt
szuszpenziot leszivjuk, majd hagyjuk lang mellett megszaradni a mintdkat. Utana steril
fogpiszkald segitségévél, friss tenyészetbdl, két parhuzamos vonalban felvisszik a P.
agglomarans sejteket. A beoltott Petri-csészéket 25 °C és 30 °C-on inkubaljuk. Az

eredményeket szemrevételezéssel 24 ¢és 48 ora utan ellendrizziik.

4.4.10. Agarlyuk diffizio

A vizsgalat célja a P. agglomerans antagonista hatdismechanizmusanak jobb megismerése.
A vizsgalat soran megallapithatd, hogy a P. agglomerans termel-e antimikrobas hatast
vegyiiletet. Laminaris fiilke alatt 3 darab Erlenmeyer lombikba 30-30 ml TGE taplevest
mériink, majd 3 ml, 0,5 McFarland standardnak megfelelé denzitast baktérium szuszpenziot
készitiink, friss, P. agglomerans tenyészetbdl majd 100x-os higitast végziink. Mindharom
Erlenmeyer lombikba automata pipetta segitségével 300-300 upl higitott baktérium
szuszpenziot adunk. Homogenizaljuk a baktérium sejteket tartalmazoé taplevest és 24 oraig
kiilonb6z6 homérsékleten (25 °C, 30.°C, 37 °C) inkubaljuk dket. Az inkubacios ido6 letelte
utdn automata pipetta segitségével 2x 1,5-1,5 ml mennyiséget mériink ki a harom
Erlenmeyer lombik tartalmabol Eppendorf csdvekbe a kiilonb6z6 hdmérsékleteken inkubalt
tenyészetekbdl (0sszesen 3-3 ml szlirletre van sziikségiink). A hat darab Eppendorf cs6
tartalmat ot percen keresztiil, 12 000 rpm fordulatszdmon, 4 °C-on centrifugéljuk.
Centrifugalas utan a feliiluszot 0,45 um porusmeéretii fecskenddsziirén atsztrjiikk Majd harom
parhuzamossal dolgozva, YEPD téptalajt tartalmazo Petri-csészékbe a vizsgalni kivant hét
kiilonbozd (4.3.2.-es fejezetben ismertetett) élesztdgomba szuszpenzidjat visszik fel, a
korabbi mddszerek soran bemutatott 1épéseket kovetve. Miutan megszaradtak a mintak, hat-
hat lyukat farunk lyukaszto segitségével. Fiilke alatt dolgozunk, az lyukasztot és a hasznalt
spatulat alkoholba martjuk ¢és lelangoljuk a kiilonb6z0 élesztdgombakkal beoltott taptalajok
lyukasztasa kozott. Az 6sszegyjtott sziirletekbdl az elokészitett, élesztokkel beoltott, YEPD
taptalaj furt mélyedéseibe 50-50 pul mennyiséget mériink. Ezutan 25 °C, 30 °C, 37 °C-on

inkubaljuk a mintékat, 24 és 48 ora eltelte utan szemrevételezéssel értekeljiik.

23



4.4.11. Modositott agarlyuk diffuzié

Kovetkezo 1épésként megismételtiik a 4.4.10-es kisérletet az alabbi modositasokkal:

2 darab, TGE téaplevest tartalmazd Erlenmeyer lombikba, két kiilonb6zo
McFarland standardnak megfeleld denzitdsu baktérium szuszpenzid 100x-os
higitasat, illetve egy a 0,5 McFarland standardnak megfelelé denzitasi baktérium
szuszpenzio 10x-es higitasabol mériink a lombikokba 300-300 pl mennyiséget.
azonos hoémérsékleten, 25 ©°C-on inkubdljuk rdzoszekrényben, 160 rpm
fordulatszamon, 24 oraig.

Az eldz6 kisérlethez hasonloan eldkészitjiik az élesztégombakkal beoltott YEPD
taptalajokat és 4 db lyukat furunk minden egyes Petri-csészébe. Két parhuzamossal
dolgozunk.

Az inkubéciot kdvetden, a minta centrifugalasa, fecskenddsziirdn torténd atsziirése
¢s a furt mélyedésekbe torténd adagolasa megegyezik a 4.4.10-es kisérletben
leirtaknak.

Az elkészitett mintdkat 25 °C ¢és 30 °C-on inkubdljuk 24 o6raig majd

szemrevételezéssel kiértekeljiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. Sz6léndvényrdl izolalt ismeretlen baktérium azonositasa

5.1.1. Gram-festés

A Gram-festés sordn azt hataroztuk meg, hogy a vizsgalt baktérium a Gram-pozitiv vagy a
Gram-negativ baktériumok csoportjaba tartozik. A festés elvégzése utan mikroszkép alatt
100x-0s objektivvel megvizsgaltuk a sejteket. A mikroszkop latoterében palcika alakt,
rozsaszin szinll sejtek voltak lathatoak, ami arra utal, hogy az azonositani kivant térzs a

Gram-negativ baktériumok csoportjaba tartozik.

5.1.2. Katalaz préba

A Katalaz proba elvégzésével arra kapunk valaszt, hogy a vizsgalt baktérium rendelkezik-e
a hidrogén-peroxidot lebonto kataldz enzimmel. Az enzim jelenléte utal a baktérium légzési
folyamataira és az eredmény segitségével < tovabb szikithetd a nemzetség szintll
beazonositas. A mintara cseppentet 3%-o0s hidrogén-peroxid oldat hatasara gyors és erdteljes
buborékképzddés volt megfigyelhetd, ami utal a katalaz enzim jelenlétére. Igy a vizsgalt

torzs katalaz-pozitiv.

5.1.3. Oxidéz proba

A teszt elvégzésével az allapithatdo meg, hogy a vizsgalt baktérium rendelkezik-e citokrom-
oxidaz ¢ enzimmel, ezaltal sziikitve a szoba jové nemzetségek szamat. Az oxidaz reagenssel
atitatott szlirépapir a felvitt baktériumminta hatasara nem adott sotétbiborszinili szinreakcio,

igy a vizsgélt minta oxid4z-negativ.

5.1.4.Kélium-hidroxid teszt

A kalium-hidroxid tesztet mindségbiztositasi céllal végeztiik el, a korabbi Gram-negativ
megallapitas igazolasara. A targylemezre felvitt mintat par csepp KOH oldattal 6vatosan

elkeverve a sejtfal felbomlasara utalé nyuloésodas volt megfigyelhetd, amely megerdsitette,

hogy a vizsgalt torzs Gram-negativ.
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5.1.5. MALDI-TOF-MS

A vizsgélat alapja, hogy a matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcids, ionizacios, repiilési ido
mérésén alapuld tomegspektrometridval kapott fehérjeprofilok, ujjlenyomatként a faj alapti

beazonositas alapjaul szolgdlnak. A felvett spektrumokat a szoftver (Bruker Daltonic

Compass programja) az

Osszehasonlitja. Az program azonositasi paramétereit és a kapott eredményt a 5. tablazatban

0sszegeztem.

adatbazisba gyUjtott referencia  tomegspektrumokkal

5. tablazat: Bruker MALDI-TOF MS azonositasi program paraméterek.

Mintahely D1, D2

Minta elnevezése UNK 26/10

Vizsgalat id6pontja 2022-10-27T11:41:01.501
Minta tipusa Standard

Azonositasi modszer

MALDI Biotyper MSP Identification Standard Method
1.1

Feldolgozasi modszer

MALDI Biotyper Preprocessing Standard Method 1.1

ACQ moédszer

D:\Methods\flexControlMethods\MBT_FC.par

ACQ idébélyeg

2022-10-27T12:00:12.011

AutoXecute modszer:

MBT_AutoX

Hasznalt taxonomiai fa

Taxonomy, Bruker Taxonomy, Projects, Sajat

izolatumok
Mintahely | Minta Szervezet Pontszdm | Szervezet Pontszdm
elnevezése | (legjobb (1-3) (mésodik (1-3)
egyezeEs) legjobb
egyezeEs)
D1 UNK Pantoea 2.15 Pantoea 2.03
26/10 agglomerans agglomerans
D2 UNK Pantoea 2.20 Pantoea 2.01
26/10 agglomerans agglomerans

A vizsgalt baktérium hagyoményos modszerekkel és nagymiiszeres analitikai berendezéssel

tortént vizsgalatainak eredményét az 6. tablazatban foglaltam 6ssze.
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6. tablazat: A baktérium azonositasa érdekében elvégzett tesztek szemléltetd 0sszefoglalasa.

Teszt megnevezése Eredmény
Gram-festés Gram-negativ
A
Katalaz proba Katatdz pozitiv

Oxidaz préba Oxidaz negativ

Kalium-hidroxid Nyulésodas megfigyelheté= Gram-negativ baktérium

teszt

MALDI-TOF-MS Pantoea agglomerans
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5.1.6. Homérséklet-optimum meghatarozasa

A hémérséklet-optimum meghatdrozasahoz a torzsbol készitett szuszpenziobol kaccsal
tortént a taptalaj feliiletére a leoltds, majd a leoltott csészék kiillonb6zo homérsékleten lettek
inkubalva. A P. agglomerans baktérium 24 ora elteltével (4. dbra és 5. dbra) 30 °C-on
novekedett a leggyorsabban, 37 °C és 41 °C-on is szamottevd novekedés volt megfigyelhetd.
48 ora elteltével 15 °C-on is detektalhatova valt a novekedés. A 7. tablazatban szemléltetem

a vizsgalat eredményeit.

7. tdblazat: HOmérséklet-optimum meghatarozas értékelése

HoOmérséklet 10 °C 15°C 25°C 30 °C 37°C 41 °C
Novekedés mértéke - - + +JC>~k) I T+
24 Ora utan

O
Novekedés  mértéke - + + N ++ +
48 ora utan

4. abra: P. agglomerans telepek novekedése 48 ora elteltével, kiillonbdz6 hémérsékleti
viszonyok mellett. Adott hdmérsékleten elvégzett két parhuzamos minta egy oszlopban,
egymas alatt lathat6. Az elsé oszlop csészéi 10 °C-on, mésodik oszlopé 15 °C-on,

harmadik oszlop csészéi pedig 25 °C-on keriiltek inkubalasra.
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5. ébra: P. agglomerans telepek novekedése 48 ora elteltével, kiillonbozé homérsékleti
viszonyok mellett. Adott hdmérsékleten elvégzett két pArhuzamos minta egy oszlopban,
egymas alatt lathato. Az elsé oszlop csészéi 30 °C-on, masodik oszlopé 37 °C-on,

harmadik oszlop csészéi pedig 41 °C-on kertiiltek inkubalasra.

5.1.7. pH-optimum meghatarozasa

A vizsgalat célja az volt, hogy megallapitsuk a Pantoea agglomerans szaporodasanak
optimalis pH koriilményeit. A Multiskan berendezés altal rogzitett abszorbancia értékek
feldolgozasa utan (kiugro értékek torlése, harom parhuzamosbdl szarmazd mérési adatok
atlagolasa) abrazolni tudjuk a kiilonb6z6 pH-ju taplevesekben torténd sejtszaporodast az id6d
fliggvényében (a mért abszorbancia érték egyenesen aranyos a sejtszammal ezaltal kozvetett
informaciot szolgaltat a szaporodasi sebességrol). Az 6. abrarol leolvasva megallapithato,
hogy a vizsgalat soran felhasznalt pufferelt taplevesek koziil a 8-as pH értékii taplevesben
volt a legintenzivebb a sejtszaporodas, Az exponencidlis fazis ez esetben a legmeredekebb,
ami a gyors sejtszaporodasra utal, tovabba ez a gorbe éri el leghamarabb, legmagasabb
abszorbancia értékkel, a kezdeti stacioner fazist. Szorosan koveti a pH 7-es minta és pH 6-
os minta. Savas kornyezeti viszonyok mellett is megfigyelhetd szaporodés, de csak lassan
¢és kis mértékig. Emellett 4-es pH-n nagyon kitolodott a lag fazis. A kontrollként vizsgalt
nem pufferelt TGE taplevesben a sejtszaporodas lag és exponencialis fazisa kezdetekben a
6-os pH-ji mintaéval megegyez0, megkdzelitbleg 8 ora elteltével viszont hirtelen

csOkkenést tapasztalhatunk a szaporodasi sebességben ¢€s legkordbban ez esetben all be a
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korai stacioner fazis. Ebbol arra kovetkeztethetlink, hogy a nem pufferelt taplevesben a
baktériumsejtek savas kémhatasti anyagot termeltek. A vizsgalati eredmények
Osszefiiggenek a szakirodalomban talalt adatokkal, miszerint a P. agglomerans szaporodasa

neutralis, enyhén lugos kornyezetben a legintenzivebb.

0.6

—pH4 pHS pH 6
0.55

pH 7 —pH3S —Kontroll
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6. abra: A Pantoea agglomerans szaporodasi sebessége a pH fliggvényében.

5.1.8. Pantoea agglomerans gatlo hatasa a vizsgalt baktériumokkal szemben

Feltételezhetd, hogy a P. agglomerans géatld6 mechanizmusai kozott szerepelhet
antibakteridlis vegylilet termelése. A kisérlet sordan az éaltalunk vizsgalt Pantoea
agglomerans torzs esetleges antibakterialis vegylilet termelésérél kivantunk informaciot
kapni. A beoltast kovetd 48 ordban, a vizsgalt homérsékleteken (30 °C, 37 °C) inkubalt

csész€k egyikében sem volt megfigyelhetd gatlasra utalo feltisztulasi zona.
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7. abra: P. agglomerans hatasanak vizsgalata kiilonbozo baktérium tenyészetekkel
szemben 30 °C és 37 °C-on inkubalva. (A: Escherichia coli; B: Bacillus cereus, C:

Listeria innocua; D: Staphylococcus aureus; E: Pseudomonas aeruginosa)
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Kiilonbség figyelhetd meg a P. agglomerans telepek fejlédésében a korabbi megallapitassal
Osszhangban, atlagosan elmondhat6, hogy 30 °C-on a sejtek gyorsabban szaporodtak, mint
37 °C-on (beoltott vonal vastagsagabol kovetkeztethetiink). A gatlds hidnya a 7. abran
bemutatott E. coli -t tartalmazé 30 °C-on inkubalt csészében latszik a legjobban, ahol a
gatolni kivant baktérium egyértelmiien bendvi a P. agglomerans oltasok helyét is.
Erdekesség tovabba, hogy néhany gatolni kivant baktérium esetében szemmel csak nehezen
lathatdé mértékii telepképzddés tortént. A jobb kiértékelés érdekében célszerli lehet a
kisérletet magasabb sejtszamu baktérium szuszpenzioval elvégezni, esetleg a taptalaj
optimalizalasaval elésegiteni a gyorsabb ndvekedést. Tovabba nagyobb hangsulyt sziikséges
fektetni a szennyezOdések -elkeriilésére, mivel tobb csésze esetében megfigyelhetd
szennyez6tol szarmazoé telepképzddés (pl. L. inoccua esetében).

A vizsgalati eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy az antimikrobas vegyiilet termelése
esetleg tobb 1ddt vesz igénybe vagy mds hdmérséklet tartomanyban mehet végbe. Illetve
azzal is szamolnunk kell, hogy az éltalunk vizsgalt torzs nem képes antibakteridlis vegyiilet

termelésére.

5.1.9. Pantoea agglomerans géatld hatdsa a vizsgalt élesztdgombakkal szemben

Az élesztégombak altalanos szaporodasi homérsékletigényét figyelembe véve a gatld hatas
vizsgalatat 25 °C és 30 °C-os inkubacios hdmérsekleten végeztiik el, eltérden a baktériumok
gatlasat vizsgalni kivant 30°C €s 37 °C-os kisérleti bedallitastol. A vizsgalat sordn a 25 °C-
on inkubalt mintakban a P. agglomerans képes volt az Osszes alkalmazott élesztdgomba
szaporodasat visszaszoritani. A 30 °C-on inkubdlt mintdkban viszont nem volt

megfigyelhetd a feltisztulasi zona. Az eredményeket a 8-14. dbrakon mutatom be.
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8. abra: P. agglomerans gatlo hatasanak vizsgalata Saccharomyces cerevisiae CBS 1171

tenyészetekkel szemben 25 °C és 30 °C-on.

25 °C 30 °C

9. abra: P. agglomerans gatld hatdsanak vizsgalata Zygosaccharomyces lentus Y 1200

tenyészetekkel szemben 25 °C és 30 °C-on.

25 °C 30 °C

10. abra: P. agglomerans gatlo hatasanak vizsgalata Zygosaccharomyces rouxii A9

tenyészetekkel szemben 25 °C és 30 °C-on.
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11. abra: P. agglomerans gatld hatasédnak vizsgalata Candida parapsilosis Y1011

tenyészetekkel szemben 25 °C és 30 °C-on.

12. abra: P. agglomerans gatlo hatasanak vizsgalata Pichia anomala J121 tenyészetekkel

szemben 25 °C és 30 °C-on.

25°C 30°C

13. &bra: P. agglomerans gétlo hatasanak vizsgalata Zygosaccharomyces bailii PM167

tenyészetekkel szemben 25 °C és 30 °C-on.
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14. 4dbra: P. agglomerans gétlo hatasanak vizsgalata Galactomyces geotrichum Y1011

tenyészetekkel szemben 25 °C és 30 °C-on.

A kapott eredmény alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a P. agglomerans antimikrobas
hatasaért felelds vegyiilet termelddése homérséklet fliggd, 25 °C-on termelddik, de
30 °C-on mar nem. Tehat az 5.1.8. fejezetben bemutatott eredményekbdl levont
kovetkeztetésiink, miszerint az altalunk vizsgalt térzs nem termel gatld hatasu vegytiletet a
baktériumokkal szemben, megkérddjelezhetd. Az ott tapasztalt feltisztulasi zona hidnya
magyarazhato az ott alkalmazott magasabb homérsekleti koriilményekkel. Annak
érdekében, hogy kimutassuk a termelt antimikrobas vegyiilet termelését és bebizonyitsuk

homérséklet fiiggését kovetkezo 1épésként az agarlyuk diffizios vizsgalatot végeztiik el.

5.1.10. Agarlyuk diffuzio- feltételezett antimikrobas vegyiilet termelésének és homérséklet

fliggésének vizsgalata

A vizsgalat célja a P. agglomerans antagonista hatdismechanizmusanak jobb megismerése.

Hérom kiilonb6z6 homérsékleten (25 °C, 30 °C, 37 °C) inkubalt baktériumszuszpenziot
tartalmazo6 taplevest alkalmaztunk (4116 tenyészet). A 15. abran lathato, hogy inkubacids ido
leteltével a 25 °C-on és 30 °C-on inkubalt mintdk enyhén zavarossa valtak, mig a 37 °C-on
inkubalt minta szinte teljesen attetszé maradt. Szemrevételezés alapjan azt allapitottuk meg,
hogy 25 °C-on és 30 °C-on sejtszaporodas csak kis mértékben valosult meg az 4lld

taplevesekben, mig 37 °C-on szabad szemmel nem volt detektalhato a sejtszaporodas.

35



APPROREVOL

g\
\
|

15. abra: TGE taplevesben, kiilonboz6 homérsékleten 24 6raig inkubalt P. agglomerans
tenyészetek. (Jobbrol balra: 25 °C-on inkubalt, 30 °C-on inkubalt, 37 °C-on inkubalt minta.)

E harom kiilonb6z6 hémérsékleten inkubalt baktériumtenyészetbdl szarmazd szirleteket
juttattunk az élesztdgombakkal leoltott taptalajok furt mélyedéseibe a 16. dbran bemutatott
elrendezés szerint. A mintak 25 °C, 30 °C és 37 °C-on torténo, 48 oras inkubalasat kovetden
nem volt megfigyelhet6 feltisztulasi zona a furt lyukakba jutatott sziirlet kortil. Fiiggetlentil
a baktériumszuszpenzié inkubalési hdmérsékletétdl és a mintak inkubaldsi homérsékletétol
is. A megfigyelt eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy nem termel antimikrobas
vegyliletet a vizsgalt baktérium. Eléfordulhat, hogy a gatld hatasat versengéssel fejti ki,
vagyis a baktériumsejtek jobban képesek hasznositani a rendelkezésre allo eréforrasokat az
anyagcsere folyamataik soran, mint az alkalmazott ¢lesztégomba sejtek. Mivel
eredményeink ellentmondasosak a kontakt modszer eredményeivel, végso 1épésként

elvégeztiink egy modositott agarlyuk difftizios vizsgélatot.

37 °C-on
inkubalt

taplevesbdl
: szarmaz6 sziirlet
25 °C-on inkubalt
taplevesbdl szarmaz6
sziirlet

30 °C-on inkubalt
taplevesbdl szarmaz6
sziirlet

16. abra: Agarlyuk diffuzids vizsgélat kisérleti elrendezése.
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5.1.11. Modositott agarlyuk diffuzio- feltételezett antimikrobas vegyiilet termelésének

baktérium koncentracio fiiggésének vizsgalata

A 4.4.11. fejezetben leirt moédositasokat annak érdekében végeztiik el, hogy megallapitsuk
a feltételesen termelt extracellularis gatldo vegyiilet termelése kotheto-e a
baktériumsejtszamhoz és/vagy a szaporodasi fazishoz. A rdzdszekrényben torténd inkubécid
szemmel lathatoan eldsegitette a gyorsabb szaporodast. A 17. abran megfigyelhetd, hogy a

kezdetben attetszo taplevesek jelentdsen bezavarosodtak.

17. 4bra: Kiilonb6zd koncentracioju baktériumszuszpenziokat tartalmazoé taplevesek, 24

ora razoszekrényben toltott inkubécio utan.

s

baktériumszuszpenzié 10x-es €s 100x-os higitasa) baktérium szuszpenzidokbol szarmazod
sziirletet juttattunk az élesztdgombakkal leoltott taptalajok furt mélyedéseibe. A mintakat
azonos homérsékleten (25 °C-on) azonos ideig (24 6ra) inkubaltuk. Az inkubacios ido6 letelte
utan, nem volt megfigyelheto feltisztulasi zona a furt lyukakba jutatott sziirlet koril.

Fiiggetleniil a kezdeti baktériumszuszpenzié koncentraciojatol és a mintak inkubalési

hémérsékletétdl is. A kapott eredmény nem tamasztja ala a feltevést, miszerint homérséklet
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fliggd, extracellularis antimikrobas vegyiilet termelése okozna a P. agglomerans
¢élesztdgomba gatlo hatasat.
25°C 30 °C

18. abra: Kiilonb6z6 kezdeti sejtkoncentracidju szuszpenziobol nyert szilirlet hatasanak
vizsgalata kiilonbozo élesztégomba tenyészetekkel szemben 25 °C és 30 °C-on. (A:
Zygosaccharomyces lentus Y 1200; B: Saccharomyces cerevisiae CBS 1171; C:
Zygosaccharomyces bailii PM167.)
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Erdekes tovabbé, hogy a 19. abran bemutatott mintak koziil a Zygosaccharomyces rouxii
A9, a korabbi vizsgalatok soran azonos koriilmények kozott szaporodott, jelen kisérlet soran
viszont nem lathato telepképzddés. Elképzelhetd, hogy az élesztdszuszpenzid készitése
kozben valamilyen random hibat vétettiink, esetleg a vortex-elés nem volt elégséges és nem
jutott elég sejt a YEPD taptalajra ahhoz, hogy az inkubacids idén beliil 1athatova valjon a
telepképzddés.
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6. OSSZEFOGLALAS

Hagyomanyos mikrobioldgiai mddszerek segitségével megallapitottuk, hogy a vizsgalt
izolatum (i) a Gram-negativ baktériumok csoportjaba tartozik, (ii) Kataldz pozitiv és (iiii)
Oxidaz negativ. MALDI-TOF MS segitségével sikeriilt faj szinten meghatarozni a
baktérium izolatumot, amely szerint a vizsgalt torzs a Pantoea agglomerans fajhoz tartozik.
A faj szintli azonositdst kovetden az altalunk vizsgélt Pantoea agglomerans torzs
szaporodasahoz sziikséges homérséklet ¢s pH optimumat vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy
TGE taptalajon 30 °C-on, valamint 8 pH-ji pufferelt taplevesben volt a legintenzivebb
szaporodas.

Kontakt modszerrel vizsgaltuk esetleges antagonista hatasat ¢élelmiszerbiztonsagi
jelentdségli  baktériumokkal (Escherichia coli; Bacillus cereus; Listeria innocua;
Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa) szemben. A vizsgalt kisérleti
koriilmények kozott (30 °C, 37 °C, 48 6ra) nem volt megfigyelhetd gatlasra utalo feltisztuldsi
zona a P. agglomerans beoltasok koriil. A szakirodalom szamos ¢élelmiszer eredetii patogén
baktérium (koztik E. coli, S. aureus) sikeres gatlasarol szamol be P. agglomerans torzsek
altal termelt bakteriocinek alkalmazasaval. igy arra kovetkeztethetiink, hogy az altalunk
vizsgalt Pantoea agglomerans torzs az alkalmazott kisérleti viszonyok kozott nem képes
bakteriocin termelésére. Fontosnak tartom tovabbi vizsgalatok elvégzését, modositott
beallitasokkal (pl.: hosszabb inkubacios id6, pufferelt pH-ju taptalaj alkalmazasa) annak
érdekében, hogy a vizsgalt torzs bakteriocin termeld képességét bebizonyitsuk vagy kelld
biztossaggal megcafolhassuk.

Kontakt modszerrel vizsgaltuk tovabba a P. agglomerans tenyészetiink antimikrobas hatésat
¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol nagy jelentdségii élesztdgombakkal (Zygosaccharomyces
lentus Y1200; Saccharomyces cerevisiae CBS 1171; Zygosaccharomyces bailii PM167;
Zygosaccharomyces rouxii A9; Pichia anomala J121; Candida parapsilosis Y1011;
Galactomyces geotrichum) szemben. A vizsgalt kisérleti koriilmények kozott (25 °C és
30 °C, 48 o6ra) YEPD taptalajon 25 °C-on minden vizsgalt é€lesztégomba esetében
megfigyelhetd volt feltisztuldsi zona a P. agglomerans beoltasok koriil. Ellentétben
30 °C-on nem tortént gatlas. Valdszintsithetd, hogy az altalunk vizsgalt térzs 25 °C-on képes
termelni valamilyen antimikrobés hatast vegyiiletet.

Tovabbi vizsgalatokat végeztliink az antimikrobas extracellularis vegyiilet termelésének
beigazolasara. Az agarlyuk diffuzids vizsgalatok soran alkalmazott szlirletek egyike sem

eredményezett feltisztulasi zonat a kiilonbozd élesztokkel beoltott taptalajokon az
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alkalmazott beallitdsok mellett (i) a baktériumtenyészet inkubéldsi homérséklete (25 °C,

30 °C, 37 °C), (ii) kiinduladsi koncentracidja (0,5 McFahrland standardnak megfeleld

denzitasti baktériumszuszpenzid 10x-es €és 100x-os higitasa) (iii) all6 vagy raztatott

tenyésztés alkalmazasa, valamint (iv) a leoltott mintak inkubécids hdmérséklete.

Az atfogo kisérleti eredmények alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontam le:

A kontakt modszer pozitiv eredménye alatdimasztja, hogy a Pantoea agglomerans
rendelkezik biokontroll potenciallal. A gatlomechanizmus pontosabb megértése
érdekében tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Ezen dolgozat keretein beliil elvégzet kisérletek nem bizonyitjak egyértelmiien
antimikrobds vegyiilet termelését. Al-Arabi (2002) kisérlete soran azt bizonyitotta,
hogy a sziirlet hatasossaga 6-7 napos inkubalast kdvetden volt a leghatékonyabb, ez
alapjan modszerfejlesztés soran ajanlott hosszabb inkubacios iddvel tervezni.

A kapott eredmények arra utalhatnak, hogy a P. agglomerans élesztégombakkal
szembeni antagonista hatdsat versengés soran fejtheti ki.

Ezen dolgozat keretein beliil a ,,quorum sensing” mechanizmust nem vizsgaltuk,
viszont ez a mechanizmus magyarazhatja, hogy miért csak a sejt-sejt szintli
érintkezés vezetett gatlashoz és a kiilonb6zo koriilmények kozott inkubalt baktérium
tenyészetekbdl (masik mikroba jelenléte nélkiil) szarmazo sziirletek miért nem
tartalmaztak gatlé hatast vegyiiletet. Elképzelhetd, hogy a baktériumsejtek csak
akkor termelnek antimikrobas vegyiiletet amikor érzékelik mdas szervezetek

jelenlétét.
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Ezuton szeretném megkdszonni konzulensemnek, Dr. Kovidcs Monikdnak, a szakmai
irAnymutatasat, megértd és tamogatd hozzaallasat, amivel segitette munkdmat. Kszonom a
megbeszélések és e-mailvaltasok soran adott hasznos oOtleteit €és jO tandcsait, valamint, hogy

rovid hataridén beliil is mindig bizalommal fordulhattam hozza kérdéseimmel.

Koszonet illeti az Elelmiszer-mikrobioldgia, -higiénia és -biztonsag Tanszék munkatarsait,
foként Giseli Arruda PhD hallgatot, akivel a laboratoriumi kisérleteket kozdsen végeztiik.
Segitsége ¢s egylittmikodésé talmutatott a laboratoriumi munkan, felmeriilé kérdéseimet €s
kéréseimet mindig nyitottan fogadta, ezaltal nagyban hozzajarult a dolgozat elkésziiléséhez.

Thank you Giseli!

Végiil, de nem utolsé sorban héladval tartozom férjemnek és barataimnak a sokoldalu
tamogatasaért, hogy megfelelé kornyezetet teremtettek a dolgozat elkészitéséhez, valamint

sziiletendd kislanyunknak, az extra motivacioért.
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eredetisegerol
A hallgato neve: Kiss Lilla Klaudia
A Hallgato Neptun kodja: PEA4M2
A dolgozat cime: Sz616n6vényrol szarmazo baktérium és antimikrobas hatasanak
jellemzése
A megjelenés éve: 2023

A konzulens tanszék neve:  Elelmiszer-mikrobiologia,-higiénia és -biztonsag Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott zarédolgozat/szakdolgozat/diplomadolgozat/portfolio*
egyéni, eredeti jellegli, sajat szellemi alkotasom. Azon részeket, melyeket mas szerzok
munkajabol vettem at, egyértelmiien megjeldltem, s az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a Zarovizsga-bizottsag
a zarovizsgabol kizar és a zarovizsgat csak 1j dolgozat készitéseutan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését. nem, megtekintését és nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas
felhasznalasara, hasznositasara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltSltésre keriil a Magyar Agrar-
¢és Elettudomanyi Egyetem konyvtar repozitori rendszerébe.

Kelt: Budapest, 2023.05.09.

MS s Ailla

Hallgat¢ alairasa

* A megfeleld dolgozattipus meghagyasa mellett a tobbi tipus torlendd.
2 A megfeleld dolgozattipus meghagyasa mellett a tobbi tipus torlendo.
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A Kiss Lilla Klaudia (hallgaté Neptun azonositéja: PEA4M2) konzulenseként nyilatkozom
arrol, hogy a zarodolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfolio’ attekintettem, a
hallgatot az irodalmi forrasok korrekt kezelésének kévetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairol
tajékoztattam.

A zaroédolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portf6liot a zarévizsgan torténd védésre
javaslom / nem javaslom?.
/

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*3
Keltt 2CC7% év Wﬁ/', gt W O e

Bels6 konzulens

! A megfelel6 dolgozattipus meghagyasa mellett a t6bbi tipus torlendo.
2 A megfelel alahuzando.
3 A megfelel6 alahuzando.





