SZAKDOLGOZAT

Erd6és Hajnalka
2023



Magyar Agrar- és Elettudoményi Egyetem
Elelmiszertudomanyi Kar

Elelmiszertudomanyi és Technologiai Intézet, Elelmiszer-
mikrobioldgia, -higiénia és —biztonsag Tanszek

Kiilonbo6zo kozegekkel erintkezd miianyag
palackban képz06do biofilm kimutatasa ¢s
eltavolitasa

Erdds Hajnalka
Budapest
2023



Tartalom

1
2
3

4

BEVEZEIES ...t 1
CIKITTZES ...ttt ettt he e e e e bt et esan e e e ne e e nn e nne e 2
Trodalmi AHEKINTES ......ceeeieiiiiieiie e 3
3.1 Biofilm KEPZOAES ... .vviiiiiiiiiie ettt 3
3.2 Biofilm kialakulasat befolyasold t€nyezok...........ccocviieiiiiiiiiiiiicic 6
3.3 Biofilm eltAVOITtASA. ....cviiiiiiiiiiice e 7
3.4 El6z06 kutatasi eredmMeEnyek .........cccoviiiiiiiiiiiie 9
3.5  Pseudomonas aeruginosa rovid jellemzése, el6fordulasa, kockazata, biofilm képzo
PUIAJAONSAZA ... 10
3.6 IVOVIZ JEIIEMZESE ....c.vveneiieeiieeee et 11
3.6.1 A Pseudomonas aeruginosa eléfordulasa ivovizben ...........ccccovevviieieeieinennnn, 12
3.7 A zold tea (Camellia sinensis) jellemzoi €s 0SSZEtetele ....ovvvvrvnirininiiniinieieienen, 13
3.8 A z0ld tea antimikrobas hatdsa ...........cocveiiiiiiiiiieic e 14
3.8.1 A zdld tea antimikrobds hatasa kiilonboz6 baktériumokra .............cccveeeiieennns 14
ANyagok, MOASZEIEK . ......ccviiiiiiiiiiie e 17
A1 ANYAGOK ..ttt bbb bbbt 17
41.1  Biofilm modell elkészitéséhez sziikséges anyagok (viz és tea kozegben): ........ 17
4.1.2  Palackban megvaldsitott biofilm vizsgalatdhoz sziikséges anyagok:................. 17
4.1.3  Biofilm eltavolitasara vonatkozo kisérletekhez sziikséges anyagok:................. 17
4.1.4  Felhasznalt mikroorganizmusok: ..........ccccoviiiiiiiiiiieii e 17
415  Felhasznalt tApKOZegek: .......covvviiiiiiiiiiiii 17
4.2 MOASZETEK ....oviiiiiiiiiitic e 18
4.2.1  Hideg-, és melegvizes eltavolitasi modszer modell feliileteken............cccoeueeee. 18
4.2.2  Hideg-, és melegvizes eltavolitasi modszer PET és PP palackok feliiletérdl..... 20
4.2.3  Pseudomonas aeruginosa biofilm képzése teaban, modell feliileteken............. 20
4.2.4  Pseudomonas aeruginosa biofilm képzése teaban, PET és PP feliileten........... 21
Kisérleti eredmények €s Ki€rtekel€sliK..........corimiiiiiiiiiiii e 22
5.1.1  Hideg-, és melegvizes eltavolitasi modszer modell feliileteken............c..c.c.o..... 22
5.1.2  Hideg-, és melegvizes eltavolitasi médszer PET ¢és PP feliileteken................... 23
5.1.3  Tisztitasi modszerek hatékonysaga ...........ccovvvviiiiiiiiiiii e, 25
5.1.4  Pseudomonas aeruginosa biofilm képzése teaban, modell feliileteken.............. 26
5.1.5 Pseudomonas aeruginosa biofilm képzése teaban, PET és PP feliileten........... 28
5.1.6  Tea-viz 055zehasonlitds ........cccceciiiiiiiiiiiiiii 30
L@ Ty 23 (o4 1 Y-SR 32



7

Irodalomjegyzék



1 Bevezetés

Az emberi test esszencialis eleme a viz. Nemcsak testiink nagy része all vizb6l (60-65%),
hanem az alapvetd életfunkciok ellatasahoz is sziikséglink van ra. Egy atlagos napon az
agyunkon 1400 milliliter, a vesénken pedig 2000 milliliter viz folyik at. A megfeleld vizpotlas
miatt az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag a felndtt lakossag szamara napi 2-2,5 liter

vizfogyasztast javasol. (Internet 1)

Ha biztositani szeretnénk az egész napos vizellatdsunkat az otthonunktol tavol is, akkor
szlikségilink lehet egy hordozhaté palackra. Lehet ez az é&svanyviz eredeti csomagolédsa
(polietilén-tereftalat), rozsdamentes acél kulacs, esetleg polipropilén anyagbdl késziilt palack.
Ezeken az anyagokon a vizben taldlhatdé természetes mikroorganizmusok biofilmet
képezhetnek. A biofilm képzése a mikroorganizmusok szempontjabol elonyos folyamat, mert
ebben a formaban sokkal ellenallobbak a koérnyezeti behatasoknak, példaul a mechanikai
hatasoknak, a pH valtozésnak, az oxigénszegény kornyezetnek vagy a tapanyaghidnynak. A
fogyasztd szamara azonban a biofilm képzés egy nemkivéanatos jelenség. A viz érzékszervi
mindségének befolyasolasan kiviil a patogén mikroorganizmusok megbetegedéseket is
okozhatnak. A biofilm védelmet jelent a mikroorganizmusok szamara, emiatt a sejtek
hozzaférhetGsége is rosszabb, mint a szabad sejtek esetében. A biofilmek eltavolithatosaga is

problémat jelenthet, akér az otthoni kérnyezetben, akar az iparban.

Héztartasainkban a biofilmek eltavolitasanak leghatékonyabb lehetdsége a mosogatds. A

mosogatast 18 °C és 65 °C-os vizzel és mosogatdszerrel modelleztem laboratériumi kézegben.



2 Celkitlizes

Dolgozatom egy EFOP palyazat keretében kiirt kutatas része, részben Juhasz Ivett (2020) és
Dancs Vivien (2020) diplomamunkdjanak folytatasa. A kutatds keretében csapvizbdl és
asvanyvizbol izolalt mikrobak a biofilm képzddés vizsgalatat végezték, illetve tarolasi kisérletet
¢s eltavolitasi modszereket vizsgaltak miianyag palackokban. Hasonl6 kisérleteket végeztek a

biofilm képzés modell szervezetével, Pseudomonas aeruginosa-val is.
Az el6z0 kutatasokra alapozva a kitlizott céljaim:

e A két el6z6 dolgozat alapjan, illetve adataikat felhaszndlva megvizsgalni a biofilm
eltavolitas ujabb lehetdségeit hideg és meleg vizes kezelésekkel.
e Vilaszt adni arra a kérdésre, hogy az eddig vizsgalt kezelések koziil melyik

hatékonyabb, melyikkel dolgozzunk a haztartdsainkban.

Kibévitve az el6z6 munkankat a kutatasaim soran a Pseudomonas aeruginosa biofilm képzo

képességét cukorral izesitett zold tedban is megvizsgaltam.

Célkitlizésem volt, hogy a tea és a viz kozott parhuzamot tudjak vonni, megallapitani, hogy
melyik anyag szolgal jobb tapkozegként a mikroorganizmusok szaporodasa és biofilm képzése

szempontjabol.



3 Irodalmi attekintés

3.1 Biofilm képzddés

A biofilmekrdl eloszor 1943-ban Claude E. Zobell tett emlitést. A biofilm egy vagy tobb
mikroorganizmus altal alkotott réteg egy szilard felszinen. A leggyakoribb példa a biofilm
megjelenésére, a dentalis plakk. Ezen kiviil szdmos mas helyen is eléfordul az emberi
szervezetben, pl. protézisekben, pacemakerekben, kontaktlencséken, de az emberi testen kiviil,
példaul tavakban 1évo kavicsok felszinén. A biofilmek sokfélék lehetnek, megjelennek vizben,
foldon és a fold alatt is, €16 €s ¢élettelen szoveteken. A biofilm alkoté mikroorganizmusok kozott

is nagy a diverzitas, lehetnek baktériumok, gombdk stb.

Egy kozos tulajdonsdg mégis van a biofilmek esetében; nedves feliilethez tapadnak

(Vidyasagar, 2016).

Az els6 biofilmek koriilbeliil 3,25 milliard évvel ezel6tt jelenhettek meg. Biofilmeket talaltak
példaul az ausztraliai Pilbara Craton 3,2 milliard éves mélytengeri hidrotermalis kdzeteiben.
Hasonl6 biofilmek talalhatok hidrotermdlis kornyezetben, példaul forré forrdsokban és

mélytengeri szellozényilasokban (Vidyasagar, 2016).
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1. abra: A biofilm kialakulésa (forras: Vasudevan R., 2014 nyoman)
A biofilm képz6désnek Jefferson 2004-es tanulmanya szerint négy oka van:

e Védekezés: a mikroorganizmusok biofilm formaban kevésbé érzékenyek a

kornyezetvaltozasra.



e Kedvezd koriilmények: a biofilm segitségével a mikroorganizmusok egy kedvezd
feliilethez tudnak tapadni.
o Koz0sségi forma: a horizontalis génatvitel lehetdségét teremti meg a biofilm formacio.

e Primer ¢letforma szamos mikroorganizmus esetében.

A biofilm képzddés (1. abra) akkor kezdddik, amikor a szabadon lebegd mikroorganizmusok,
példaul a baktériumok érintkezésbe keriilnek egy megfeleld feliilettel. A kotddésnek ez az elsd
1épése akkor kovetkezik be, amikor a mikroorganizmusok ragacsos anyagot termelnek, amelyet

extracellularis poliszacharid (EPS) ismeriink (Jefferson, 2004).

Az EPS matrix legfobb feladata, hogy helyet teremt, vagyis a mikroorganizmusok az EPS

matrixba tapadnak bele.

Flemming ¢és munkatarsai (2007) szerint, ha a biofilm a ,mikrébak varosa” akkor az
extracellularis poliszacharid a ,,biofilmsejtek haza”. Az EPS nagyban meghatérozza a biofilm
¢letfeltételeit, szabalyozza a porozitast, a slirliséget, a viztartalmat és a toltést is. Szorpcids
tulajdonsagai révén a biofilmet a feliiletekhez rogziti, és tartalék tapanyagként is jelen van. Az
EPS tobb, mint csupan poliszacharid. Cukrokon kiviil tartalmaz fehérjéket, glikoproteineket,
glikolipideket és extracellularis DNS-t is. Mivel az EPS-matrix Osszetevdit nagyon nehéz

elvalasztani mas makromolekulaktol, ezért a teljes biokémiai profilja még nem ismert.

A kotédést egy novekedeési idoszak koveti. A mikroorganizmusok €s az EPS tovabbi rétegei
épiilnek az elsé rétegekre. Végsé soron egy gdmbolyli vagy gomba alakli, Gsszetett 3D-S
szerkezetet hoznak létre. A vizcsatornak keresztezik a biofilmeket, és lehetévé teszik a

tapanyagok és salakanyagok cseréjét.

A novekedési szakaszt kovetden kialakul az érett biofilm. Végiil a biofilmben 1évd sejtek
elhagyhatjdk a matrixot, és j feliileten helyezkedhetnek el. Vagy egy sejtcsom¢ valik le, vagy
az egyes sejtek kitdrnek a biofilmbdl, és 0j feliiletet keresnek (Jefferson, 2004).

Az, hogy mennyi ido6 telik el a szakaszok kozott, illetve, azt, hogy mekkorara képes megndni
egy biofilm, sok minden befolydsolja. Minden biofilm képzd mikroorganizmus kiilonb6zd
kornyezeti paramétereket kedvel, ezaltal a biofilmek nagysagat a kornyezeti tényezok és a
biofilmet alkoté mikroorganizmus fajai erésen befolyasoljak. Egy olyan mikroorganizmus, ami
nagyobb mennyiségben képes EPS-t termelni, valdszinilileg kedvezdtlenebb koriilmények
kozott is nagyobb (tobb rétegbdl allo) biofilmet képes 1étrehozni. Ilyen mikroorganizmus pl. a

Pseudomonas aeruginosa.



A biofilmek elénye tehat, hogy segitik ¢letben tartani a mikroorganizmusokat. Ez azonban nagy

hatrany lehet, ha patogén baktériumrol van szo6.

Hallam ¢és tarsai (2001) a birminghami egyetemen végzett kutatdsukban megallapitottak, hogy
a biofilm képzés nagyban fiigg a feliiletek anyagatdl. Ahogy az 1. tdblazat mutatja liveg
feliileten a legkisebb a mikroorganizmusok aktivitdsa, a cementen €s a nagy sirliségi
polietilénen egy kicsit nagyobb a mikrobak biofilm képzé hajlandosaga. A legkedvezdobb
biofilmképzés céljabol azonban a PVC.

1. tdblazat: Baktérium aktivitas kiilonbozo feliileteken (Hallam (2001) nyomén)

Anyag Aktivitas (pg ATP/cm”2)
Uveg 136
Cement 212
Nagy slriségu polietilén 302
PVC 509

A biofilm képzddés jelentds problémat jelent az ivovizipar szamara, mint potencialis bakterialis

szennyezOdés forrasa, sok esetben befolyasolja az ivoviz izét €s szagat, valamint eldsegiti a

crer

2016-ban Liu és munkatarsai az ivovizellato rendszerekben vizsgaltak a biofilm kialakuldsanak
tényez6t. A biofilm képzés ezekben a rendszerekben kiemelkedden fontos, mert megvédi a

biomassza tdmeget a csévezetékekben kialakuld nyirderdtdl.

A kutatasok azt mutatjak, hogy a hdmérséklet-ingadozasok nemcsak a baktériumok feliilethez
valo kezdeti kotddését, hanem a biofilmek novekedési sebességét is befolyasolhatjak. A Vibrio
cholerae patogén Gram negativ mikroba (akarcsak a Pseudomonas aeruginosa) esetében
¢rettebb biofilmet képez az dszi 12 °C-os hdmérsékleten, mint a nyari 22 °C-ban (Liu és tarsai

2006).

Gebreyohannes ¢és tarsai 2019-es kutatdsai szerint a biofilm képzddést a kommunikécid
gatlasaval tudjuk megeldzni. A baktériumok quorum sensing segitségével tudnak egymas
kozott informécidt cserélni. A quorum sensing tulajdonképpen a populaciosiiriiségre adott
ingervalasz. A gének ott fejezddnek ki, ahol a legnagyobb a populécio stirisége. Leginkdbb
baktériumokra jellemzd és a biofilm képzésének egyik nagy tamogatodja (a megfeleld kornyezeti

koriilmények mellett). Ez a kommunikacié azonban gatolhatd, természetes iton példaul a



Delisea pulchra nevii makro voros alga altal termelt halogénezett furanon vegyiiletek
segitségével. Ezek a vegyiiletek hasonlitanak az acil-homoszerin-laktonokhoz, amiket a Gram
negativ baktériumok, mint példaul a Pseudomonas aeruginosa is hasznal jelzémolekulaként,
ezaltal képesek megzavarni a baktériumok érzékelését. A természetes gatlas mellett
hasznalhatunk quorum sensing inhibitorokat is, amelyek hasznosak a kialakuléban 1év6 biofilm
novekedésének gatlasaban, illetve a mar kialakult biofilm szétszorasaban is (Gebreyohannes és
tarsai, 2019). llyen quorum sensing inhibitor lehet példaul a zold teaban is megtalalhato
polifenol (Yin, 2015).

A Pseudomonas aeruginosa esetében kimutattak, hogy az acil-homoszerin laktonok egy
ciklikus (L-prolin-L-valin, vagyis két aminosav, a prolin és a valin fuzigjabol kialkulo)
vegyiileten keresztiil aktivalodnak. Ez a ciklikus vegyiilet képes bekapcsolni vagy kikapcsolni
bizonyos quorum sensing aktivitdsokat. Bar ez a mechanizmus még kutatott, az eredmények

azt mutatjak, hogy a késobbiekben a gatlas hatékony lehet ezzel a modszerrel is.

3.2 Biofilm kialakulasat befolyasolo tényezok

A biofilmek tgy alakultak ki, hogy a mikroorganizmusok alkalmazkodnak a kornyezeti
viszonyokhoz. A kiilonb6zé kdrnyezeti paraméterek hatdrozzak meg, hogy a baktériumok
biofilmet képeznek vagy sem. A kulcs a kdrnyezeti tényezok €s a génexpresszio kozott a hirvivo
molekula, példaul a cAMP. Ezen kiviil a bakteridlis biofilm kialakitasaban fontos szerepet

jatszik a sejt-sejt kommunikacio.

Toyofuku és kutatotarsai (2015) azt a megallapitast tették kutatasuk soran, hogy a biofilm
szerkezete dinamikusan valtozik a kdrnyezeti paraméterek megvaltozasaval. A Pseudomonas
aeruginosa oxigén jelenlétében gomba alaktl biofilmet képez palcika alaku sejtekkel. Anoxikus
koriilmények kozott haromdimenzids halos struktarat hoz létre, amelyik megnyult sejtekbdl
épiilnek fel. Ez a morfoldgiai valtozds egyértelmiien megvaltoztatja a biofilm diffazids

képességét, illetve az anyagcsere folyamatait.

A kutatok a biofilm hdmérsékletvaltozasra adott valaszat is vizsgaltak. Kutatasaikbol kidertilt,

crer

vastagsagot €s a sejtstirliséget. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az extracellularis

poliszacharid termelés szabalyozasa is hdmérsékletfiiggd folyamat. (Toyofuku és tarsai, 2015)



Az oxigén ¢és a homérséklet valtozasan kiviil egyéb kornyezeti tényezok is befolyasoljak a
biofilm kialakulasat, példdul a tapanyagforras. A tdpanyag modellezésére laboratoriumi

koriilmények kozott taptalajokat vagy tapleveseket hasznalunk.

Wijesinghe és tarsai (2019) a Pseudomonas aeruginosa és a Staphylococcus aureus biofilm
alkotd képességét vizsgaltdk négy kiilonbozd taplevesben. Azt a megallapitast tették, hogy
mindkét baktérium a Brain Heart Infusion taplevesben szaporodott a legjobban. A kutatok ezt
azzal magyaraztdk, hogy ebben a taplevesben nagyobb mennyiségii pepton, fehérje és so
talalhato, amelyek eldsegitik a biofilm kialakulasat és novekedését. A pepton, a borjuagy és a
marhasziv biztositjdk a sziikséges nitrogénvegyiileteket, szénforrdsokat, esszencialis
novekedési faktorokat, aminosavakat és vitaminokat, amik mind elengedhetetlen komponensek

a biofilmek kialakulasahoz.

3.3 Biofilm eltavolitasa

Kisko és Szabd-Szabo (2011) tanulmanyabol kideriil, hogy biofilm kialakitdsaban részt vevo
sejtek eltérden viselkednek, mint a plaktonikus allapotban 1évok, ennek kovetkeztében a
baktériumok feliilethez tapadéasa akar ezerszeres rezisztenciat eredményezhet az antimikrobas
szerekkel szemben. Emiatt a biofilmekhez kapcsolédd baktériumokat joval nehezebb

eltavolitani €s elpusztitani, mint a planktonikus (szabadon eléforduld) sejteket.

Amennyiben egy patogén mikréba biofilm forméaban van jelen, az még nagyobb kockazatot
jelent, hiszen ebben a formdban a legnagyobb az ellenallo képessége. Kiemelten fontos tehat a

lehetd leghatékonyabb modszerekkel torekedni a biofilmek eltavolitasara.

A biofilm sejtek elpusztitdsdhoz és eltavolitasahoz alkalmazott tisztitasi eljarasoknak elészor
fel kell tornitik vagy fel kell oldaniuk a biofilmek EPS matrixat, hogy a fertétlenitdszerek
hozzaférjenek az életképes sejtekhez. Az érett biofilm eltavolitasa a legnehezebb feladat,
altalaban valamilyen kiilon mechanikai beavatkozast igényel a fertStlenitdn kiviil, példaul
surolast vagy kaparast. Ezt az eljarast nagy kortiltekintéssel kell végezni, mert egyes kefék és
kaparok koptatd hatastiak lehetnek, és karcoldsokat hagyhatnak a feliileteken (elsésorban a
rozsdamentes acél feliiletén), ami eldsegiti az ismételt biofilm képzddését. (Kiskd €s Szabo-

Szabo, 2011).

Burfoot és tarsai 2009-es kisérletiikben megallapitottdk, hogy a hideg vizes mosas még

fertétlenitészer adagolasa utan se volt olyan effektiv, mint a meleg vizzel torténd oblités. A



legjobb modszer a biofilmek eltavolitasara, ha a meleg vizes Oblitést fertdtlenitdszerrel

kombinaljuk.

A mikrobak eltavolitasanak mértéke az alkalmazott tisztitas idejének fliggvényében nott hideg
viz hasznalatakor, ezzel szemben ez az Osszefiiggés nem érvényesiilt meleg vizes tisztitas
esetén. A kémiai kezelést kdvetden azonban nem volt szignifikans kiilonbség a meleg vagy

hideg vizzel elért mikrobakoncentracio csokkenés.

A melegviz a “z0ld stratégia” a biofilm eltavolitas esetén, ugyanis nem hagy maga utan
vegyszermaradvanyokat, nem okoz korréziot, és a nehezen hozzaférhetd helyekre is eljut.
Alkalmazésa azonban egyes ipardgakban, mint a tejipar, nem ajanlott, mert a feliilettel érintkezd
(pl. tej) anyagok fehérjéinek denaturadlasaval noveli a mikrobdk berendezéshez valo

tapadasanak lehetdségét (Kisko és Szabo-Szabo, 2011).

Kiskd és Szabd-Szabo (2011) azt tapasztalta, hogy a melegvizes kezelés nem bizonyult
elegend6nek a Pseudomonas biofilmek elpusztitasahoz és eltavolitasahoz. A h6é- és mechanikai

kezelés vagy vegyszerek kombindacidja sikeresebb lehet.

A kutatok azt az eredményt kaptak, hogy bar a melegvizes kezelés koriilbeliil 3 nagysagrenddel
csokkentette a Pseudomonas biofilmet, maradtak talélé sejtek, ami lehetdvé teszi a biofilm
ismételt kialakulasat. Ezért a melegvizes kezelés sem tekinthetd hatékony eljarasnak az

¢lelmiszeriparban, kivéve, ha tovabbi mechanikai vagy kémiai modszerekkel kombinaljak.

Peng ¢és munkatarsai 2002-ben a Bacillus cereus biofilm képzd képességét és a
fertdtlenitdszerrel torténd eltavolitasat vizsgaltdk. Arra a megallapitasra jutottak, hogy 24 6rés
tenyésztés utdn 10%-10° tke/ml baktérium maradt életben, de ezek a baktériumok még nem
alkottak biofilmet, szabad allapotban (planktonikus forméban) voltak jelen. Biofilm képzddését
a kutatok a nyolcnapos inkubdalas utan figyeltek meg, rozsdamentes acél feliiletén, 85 °C-0s
meleg vizes kezelést kovetden. A szabad allapota sejtek esetében 10°, a megtapadt sejtek

esetében koriilbeliil 10°, az érett biofilm esetében 10* baktérium koncentraciot tudtak kimutatni.



2. tablazat: Mikroorganizmusok pusztulasa kiilonb6zo kezelések hatdsara (forras: G. Kisko et

al (2011); Y. Fang et al (2010); J. B. Robbins et al (2005))

Mikroorganizmus  Kialakult forma  Kbzeg Kezelés Csiikkenés (log TKE/ml)
L. monocyfogenes  szabad sejiek viz 3,5 %-os hidrogén-peroxid (5 perc) 8,7
Ps. geruginosa szabad sejtek viz melegvizes (85 °C) 6
L. monocytogenes  szabad sejtek wiz 3%-os hidrogén-peroxid 6
L. monocyfogenes  szabad sejiek viz 3,5 %-os hidrogén-peroxid (5 perc) 54
B. cereus szabad sejtek viz fertGtlenitdszer 3
Ps. geruginosa biofilm (RMA) wiz melegvizes (85 °C) 4,9
Ps, stutzeri szabad sejtek viz melegvizes (85 °C) 4,5
Ps. stutzeri biofilm (RMA) viz melegvizes (85 °C) 4,2
Ps. geruginosa biofilm (RMA) wiz melegvizes (85 °C) 3,2
Ps, stutzeri biofilm [RMA) viz melegvizes (85 °C) 3,2
E. coli biofilm (RMA) viz nem enzimes fertdtlenitdszer 24
L. monocytogenes  biofilm (RMA) wiz 65°C wiz 1.4

A 2. tablazat tartalmaz néhany (a szakirodalomban fellelhetd) adatot arra vonatkozdan, hogy
kiilonboz6 kezelések hogyan befolyasoltak a mikrobdk szabadon, illetve biofilmben eléforduld

sejtjeinek pusztulasat.

3.4 El6z0 kutatasi eredmények

Dancs (2020) kisérleteiben a Pseudomonas aeruginosa biofilm képzését és eltavolitasi
lehetdségeit vizsgalta 6 napos inkubdacié soran fém és miianyag feliileteken. Kutatasai soran azt
tapasztalta, hogy az inkubaci6 2. napjdn mind a PET, mind a PP modell feliileteken 1
nagysagrendnyi koncentracié ndvekedés volt megfigyelhet6. A 6. napra is enyhe csokkenés
volt megfigyelhetd. Az inkubalas kezdeti szakaszaban a megtapadas a rozsdamentes acél
lemezeken kevésbé volt intenziv, mint a miianyag feliileteken. Ennek az lehet a magyarazata,
hogy a rozsdamentes acél lemezek homogénebb feliilete kevésbé biztosit jo tapadasi feliiletet.
A feliilet simasaga csak a kezdeti idokben befolyasolta a biofilm képzddését, a 6. napra ugyanis

tovabb nétt a rozsdamentes acél lemezeken a sejtkoncentracio.

Dancs kutatasaibodl az deriilt ki, hogy a palackoblités €s a surolas is minden feliileten 90%-0s
hatékonysag felett volt. A palackoblitéses modszer a palack belsd feliiletén maradt baktériumok

90-100% eltavolitotta, de nem volt elegendd az dsszes maradék sejtszam kimutatasara.



3.5 Pseudomonas aeruginosa rovid jellemzése, el6fordulasa, kockazata, biofilm képzd

tulajdonsaga

2. abra: Pseudomonas aerginosa illusztracio (forras: Christoph Burgstedt/Science Photo
Library)

A Pseudomonas aeruginosa egy a természetben mindeniitt eléforduld, Gram negativ, biofilm
képzo baktérium. Kizarélag aerob 1égzéssel képes energiat termelni. Opportunista korokozo, a
legyengiilt szervezetet tdimadja. Képes megfertdzni a novényeket, az allatokat és az embert is.
Az emberben altalaban tiidégyulladast és hugyuti fertézéseket okozhat. Mivel jo a biofilm
kialakitd képessége, ezért nemcsak €16, hanem ¢élettelen feliilethez is tud tapadni, ami eldsegiti
a pszeudomonalis fertdzések megjelenését a test barmely részén. Ezen tulmenden a biofilm erds
védelemet biztosit a sejteknek, melynek kovetkeztében a Pseudomonas aeruginosa a legtobb

antimikrobas szerre rezisztens (Sharma, 2014).

Matteo ¢és tarsai 2018-ban kutatdsaik soran megallapitottak, hogy ez a baktérium évente

osszesen 51 000 egészségiigyi fertézést okoz az USA-ban.

Bar Magyarorszagra vonatkozoan ilyen kutatads nem késziilt, a Nemzeti Népegészségiigyi

Kozpont vizsgalta a sebfertézések korokozoinak megoszlasat. (3. tablazat)
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3. tablazat: Sebfertézések korokozdinak megoszlasa Magyarorszagon (forras: Nemzeti
Népegészségiigyi Kozpont nyoméan, Internet 2)

Korokozok A sebfertdzések soran izolilt kdrokozok megoszldsa (%)
Enterococcus spp. 26,0
Escherichia coli 22,8
Staphylococcus aureus 8,4
Klebsiella spp. 6,8
Pseudomonas geruginosa 5,6
Staphylococcus coag. neg. 6,0
Proteus spp. 4,0
Enterobacter spp. 4,0
Acinetobacter spp. 24
Candida spp. 24
Clostridium spp. 24

A tablazatbol lathato, hogy a Pseudomonas aeruginosa a sebfert6zések 5,6%-ban fordult el6.

3.6 Ivoviz jellemzése

»A viz akkor felel meg az ivoviz mindségnek, ha nem tartalmaz olyan mennyiségben vagy
koncentracidban mikroorganizmust, parazitat, kémiai vagy fizikai anyagot, amely az emberi
egészségre veszélyt jelenthet” — mondja ki az ivoviz mindségi kovetelményeirdl és az

ellendérzés rendjérél szo616 201/2001. (X. 25.) Kormanyrendelet (Internet 3).

A korméanyrendelet jogszabalyban hatarozza meg a mikroorganizmusok hatarértékét az

ivévizben. (4. tablazat)

4. tablazat: Tartalyban forgalmazott vizre vonatkozé hatarértékek (forrds: Vizmiivek nyoman)
Vizmindségi jellemzé  Hatarérték
Escherichia coli (E. coli) 0/250 ml

Enterococcusok 0/250 ml

Pseudomonas aeruginasa 0250 ml
Telepszam 22 *C-on 100/ ml
Telepszam 37 "C-on 20/ml

Az éltalunk ismert élet viz nélkiil nem fejlédhetett volna ki. Felndtt férfiaknal 3,7 liter, felnott
noknél 2,7 liter napi vizbevitel kielégiti az emberek tulnyomo tobbségének sziikségleteit.
(Sawka, 2005). A napi vizsziikséglet széles skalan mozog, fiigg a kortdl, nemtdl, testtomegtol,

fizikai aktivitas mértékétol stb. A viz azért fontos az emberi szervezet szamara, mert;

e avizszallitja a véraramban a fontos tapanyagokat

e segiti a salakanyagok eltavolitasat
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e nyalat képez
e megvédi az iziileketek

e az agy-gerincvel6i folyadék nagy része viz (Internet 4)

A viz min6sége gyakran Osszefiigg a bakteridlis szennyezettség mértékével. A 201/2001. (X.
25.) Kormanyrendelet két tipusu szennyezést kiilonboztet meg; a kémiai és a mikrobiologiai

szennyezd anyagokat.

5. tdblazat: Az ivovizre jellemz6 mikrobioldgiai hatarértékek (forras: Vizmiivek nyoman)

Vizmindségi jellemzé Hatarérték (szam/100 ml)
Escherichia coli (E. coli) 0
Enterococcusok 0

6. tdblazat: Az ivoviz kémiai mindségjelzd hatarértékei (forrés: Internet 5)

lvovizmindségi paraméter Hatarérték
Osszes keménység (nk") 5-35
pH &,5-9,5
Fajlagos elektromos vezetdképesség (mS/cm) 2500
Kémiai oxigénigény (mg/l Oz) 5
Natriumkoncentracié (mg/l) 200

Kaliumkoncentracio (mg/fl)
Magnéziumkoncentracid (mg/1)

Arzénkoncentracio (pg/l) 10
Ammdniumkoncentracid (mg/l) 0,5
Mitratkoncentracio (mg/l) 50
Nitritkoncentracid (mg/1) 0,5
Kloridkoncentracio (mg/l) 250
Szulfatkoncentracid (mg/1) 250
Vaskoncentrécio (pg/l) 200
Mangdnkoncentracid (pg/1) 50
Aluminiumkoncentracio (mg/l) 0,2
Fluoridkoncentracid (mg/l) 1,5

A legmagasabb hatarértéket a natrium-, a legalacsonyabb értéket pedig az
aluminiumkoncentraciéra hataroztdk meg. Magyaroroszagon (jellemzéen az alfoldi

telepiiléseken) leginkabb az arzénkoncentracio valtozasat monitorozzak.

3.6.1 A Pseudomonas aeruginosa eléfordulasa ivovizben
A Pseudomonas aeruginosa mennyisége a biofilm szennyezettséget jelz6 paraméter a

vizhal6zatokban. A megengedett hatarértéke 0 telepképzd egység/100 ml. (Nemzeti
Népegészségiigyi Kézpont, 2021)
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A talajban és a vizben altaldban alacsony szamban fordul eld, de a 20°C-nal magasabb
hémérséklet és a pangd vizek kedvezd kortilményeket biztositanak az elszaporodasukhoz. A
probléma az, hogy akér a vizhalozatban hasznalt elemek (pl. aktiv szén sziird) is lehetnek
szennyez6forrasok, mert a baktériumok meg tudnak telepedni rajtuk és biofilmet képezni, ami
noveli a tlréképességiiket, ezaltal hosszitavon is életképesek maradnak, a hdvel valod
sterilizalasnak is ellenallnak. Emellett nem szabad elfelejtkezni az otthonainkban hasznalt
vizsziiri berendezésekrdl, pl. vizszlird kancsokrol sem, amik szintén kivald buvohelyei a

biofilmet alkoté mikroorganizmusonak. (Internet 6)

Vargha Marta, a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont vizhigiénért felelds vezetd fotanacsosa
szerint ,,Az irredlis elvaras, hogy a viz egyaltalan ne tartalmazzon olyan anyagokat, amelyek
nagy koncentracioban szennyez6désnek mindsiilnek.” A Pseudomonas aeruginosa
hatartaértéke 100 ml vizre vonatkoztatva nulla, de ha a viztérfogatot megndveljiik, eléfordulhat,
hogy Pseudomonas aeruginosa is detektalhato lesz, ez azonban elhanyagolhaté kockazat. Az
ivovizre is vonatkozik egy ugynevezett ,tarsadalmilag elfogadhatd kockdzati szint”, ami a

fejlett orszagokban 105, vagyis egymilliobol egy fertézést jelent. (Internet 7)

3.7 A zold tea (Camellia sinensis) jellemz6i és Osszetétele

Az Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi Vilagszervezet szerint a tea a masodik legtobbet
fogyasztott ital a vilagon, a viz utan. (Internet 8)

A gyogynovények kivételével minden teatipust a Camellia sinensis bokor szaritott leveleib6l
féznek. A zold tea az egyik legkevésbé feldolgozott teafajta, emiatt benne van a legtobb
antioxidans és jotékony polifenol. (Warwick és Ware, 2021)

3. abra: Camellia sinensis (forras: Science Photo Libary)
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3.8 A z0ld tea antimikrébas hatasa

A z0ld tea antibakteridlis hatassal rendelkezik, amely a zold tea polifenol tartalmabol fakad. A
polifenolok koziil a katechinek emelkednek ki, ugyanis a leghatékonyabban kérositjdk a
baktériumsejt membranjat, gatoljak az enzimaktivitast. A katechinek a sejtmembran karositasa
miatt a biofilm képzést is ellehetetlenitik (Reygaert, 2014). Ugyanakkor a tea katechinek
kevésbé hatnak a Gram-negativ sejtfala baktériumokra, hiszen a kiilsé membranjukban
megtalalhat6 lipopoliszacharid molekuldk ellnalld gatat képeznek a kiilvilag eldl érkezd
anyagoknak. (Reygaert, 2014). A Gram-negativ baktériumok kiilsé foszfolipid membranja
szamos kornyezeti anyaggal szemben gatat képez, beleértve az antibiotikumokat is (Arora és

tarsai, 2009).

3.8.1 A z0ld tea antimikrobas hatasa kiilonb6z6 baktériumokra

Toda és kutatdtarsai 1989-ben megallapitottdk, hogy a tea gatld hatast fejt ki, vagy teljesen el
is pusztitta a kovetkezd mikroorganizmusokat; Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Shigella
flexneri, Shigella dysenteriae és Vibrio spp., koztiik a Vibrio cholerae.

2009-ben Arora ¢és kutatotarsai a mindennapi teafogyasztast probaltdk modellezni, az
antibakteridlis hatas mérése kdzben. Megallapitottak, hogy az érzékenység mérsékelten nd a
koncentracié novelésével (ebben az esetben a zold tea filterek aztatasi ideje adja meg a tea

koncentraciot).

7. tablazat: A baktériumok érzékenységének Osszehasonlitdsa (mm-ben) tea és kavé vizes

kivonatara és készitményeikre (Arora (2009) nyoman)

Baktérium Fekete tea kivonat Fekete tea prepardatum Z6ld tea kivonat Zold tea prepardatum Kavé kivonat Kavé prepardtum
Ent. faecalis - - - - 22,5 23,6

Ps. aeruginosa 17 15 18 15,5 20,4 21,4

Salm. typhi 16,5 15 16,9 15,7 -

Sh. flexneri 19 18 13,5 18 21,3 22

Staph. aureus 20 17 23 19 16,3 16,8
Staph. epidermidis 25 23 27.5 25 19,6 20

Atlag 16,2 14,6 17,5 15,5 16,7 17,3
Szdras 8,52 7,76 9,39 8,35 8,44 8,78
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8. tablazat: A baktériumok érzékenységének dsszehasonlitasa (mm-ben) standard

antibiotikumokra (Arora (2009) nyoman)

Baktérium Ampicillin Kléramfenikol Co-trimoxazol  Tobramicin
Ent. foecalis 21 23 - 9
Ps. geruginosa - 16 - 19
Salm. typhi 10 19 16 13
Sh. flexneri 23 25 13 17
Staph. aureus 30 22 21 18
Stoph. epidermidis 26 20 - 17
Atlag 18,3 20,8 9,16 15,5
Szoras 11,22 3,19 10,16 3,78

A 7. és a 8. tablazatban korong diffuzids modszerrel hasonlitottak Gssze a baktériumok
érzékenységét standard antibiotikumok és a tea és kavé kivonatok és vizes készitményeinek
(5%-o0s koncentracioban) alkalmazasaval. A mm-ben megadott értékek a gatlasi zona atmerdjét
jelentik. Lathato, hogy a Pseudomonas aeruginosa esetében a legjobb baktériumolé hatasa a
standard antibiotikumnak volt (tobramicin, 19mm), de a z61d tea (18mm) és a fekete tea (17mm)
kivonat is gatl6 hatast fejtett ki. A kléramfenikol, mint standard antibiotikum (16mm) és az 5%-
os z0ld- illetve fekete tea (15,5mm és 15mm) preparatum gatld hatasa kisebb mértékii volt az

el6zdekéhez képest.

Lényegében az antibiotikumok és a természetes antibakterialis szerek kozott (tea és kavé) nem
volt statisztikailag szignifikans eltérés. Az extraktum és a preparatum kozotti kiilonbséget a

feldolgozas mddja (mechanikai) és az erjesztés adhatja.

Ez a tanulmany volt segitségemre, amikor kivalasztottam a zold teat, mint a potencialisan

legjobb baktériumolé képességli kozeget.

A fenti tablazatbdl is kideriil, hogy csak néhany antibiotikum képes a Pseudomonas aeruginosa
gatlasara, tehat a legnagyobb probléma ezen baktérium esetében az antibiotikum rezisztencia.
Sajnos nagyon kevés antipszeudomondlis agens létezik, amely megbizhatdéan gatolja a

Pseudomonas aeruginosa aktivitasat.
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4. dbra: 5%-os vizes zoldtea kivonat hatdsa kiilonb6zd baktériumokra (forras: Arora, 2009)

A 4. abran figyelhetd meg 5%-0s tea extraktum kiilonbozé baktériumfajokra kifejtett gatld
hatasa. A legtobb baktérium esetében huszonnégy oras kezelés utan sem volt 100%-o0s gatlas
Arora és munkatarsai vizsgélatai alapjan (2009). Mas tanulmanyokban (Toda, 1989, Mahajan,
1991 és Shetty 1994) azonban a magas, 20-25%-o0s koncentraci6 koriilbeliil 3-4 6ran beliil
100%-o0s pusztulast eredményezett. Ez utobbi, nagy koncentracié azonban nem modellezi a

mindennapi teafogyasztast. (Arora, 2009)

A tanulmany legfontosabb megéllapitdsa a tedhoz adott cukor és tej befolydsold hatasanak
vizsgalataval kapcsolatos. A cukor és a tejfehérjék bizonyos mértékben komplexet képeznek a
tea polifenoljaival, de emiatt csak jelentéktelen mértékben csokkenhet a mikrobagatlo hatés.
Arora ¢és tarsai mellett, Reddy és tarsai (2005) is arra a megallapitasra jutottak, hogy a tedhoz

adott tej nem befolyésolja a tea antimikrobas hatésat.

Egy masik tanulményban a cukor, mint potenciélis befolyasold tényezd hatasat vizsgaltak.
Kwang Y. Kim és J. Frank (1995) a Listeria monocytogenes vizsgalata soran megallapitottak,
hogy a mikroorganizmus novekedését rozsdamentes acélon az 1-20 g/l kozotti glikoz
koncentraci6 nem befolyasolta. A kutatok ot kiilonb6z6 szénhidratot vizsgaltak meg és

megallapitottak, hogy csak a manndz és a trehaloz fokozta a biofilm fejlodését.
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4 Anyagok, modszerek

4.1 Anyagok

411
[ ]
[ ]

Biofilm modell elkészitéséhez sziikséges anyagok (viz és tea kozegben):
Polipropilén lemez (4 mm vastag és 74 mm hosszll x 24mm széles)
Rozsdamentes acél lemez (0,3 mm vastag és 75 mm hosszu x 24 mm széles)

Polietilén teraftalat lemez (0,1 mm vastag és 75 mm hossz x 24 mm széles)

A polipropilén és a rozsdamentes acél autoklavozhaté, a PET lemezeket pedig 70%-0S

alkoholba martva tettem mikroba mentessé.

41.2
[ ]
[ ]

414

415

Palackban megvalositott biofilm vizsgalatahoz sziikséges anyagok:
Kereskedelemben kaphato szénsavmentes dsvanyviz palackok (0,5 liter)
Kereskedelemben kaphato polipropilén anyagt kulacs

70%-o0s alkohol

steril csapviz

filteres zold tea (Naturland)

cukor

Biofilm eltavolitasara vonatkozo kisérletekhez sziikséges anyagok:
Kereskedelemben kaphaté mosogatoszer

steril csapviz; hideg viz (18°C), meleg viz (60°C)

Felhasznalt mikroorganizmusok:

Pseudomonas aeruginosa ATCC9027

Felhasznalt tapkozegek:

Tripton Gliik6z Eleszt6kivonat — TGE altalanos taptalaj:

50 Pepton
2,50 ElesztSkivonat
1g Gliikoz
15¢ Agar
1000 ml Desztillalt viz
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9 ml-es higit6 folyadék:

19 Pepton
850 Natrium-klorid
1000 ml Desztillalt viz
R2A tapleves:
059 Elesztkivonat
0549 Pepton
05g Kazeinsav
hidrolizatum
0549 Dextroz
0,59 Keményito
03¢ Dikalium-foszfat
0,049¢g Magnézium-szulfat
0,39 Natrium-piruvat
1000 ml Desztillalt viz
TSA éaltalanos taptalaj:
3049 TSB
159 Agar
1000 ml Desztillalt viz

A tapkozegeket és vizeket bemérést, illetve a higitoé folyadékok esetében adagolast kovetden

autoklavozassal (121 °C-on, 15 percig) sterileztem.

4.2 Mobdszerek

4.2.1 Hideg-, és melegvizes eltavolitasi modszer modell feliileteken
A Pseudomonas aeruginosa biofilm képzését harom feliileten vizsgaltam meg, rozsdamentes

acélon, polipropilénen és polietilén-tereftalaton. A lemezek mérete 74 x 24 mm.

1) A PET lemezeket 70%-os alkoholba meritettem, a PP és rozsdamentes acél lemezeket

autoklavban csiramentesitettem.
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2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

9)

A Pseudomonas aeruginosa tenyészetb6l TSA ferde agarra atoltottam, majd egy napig
30 °C-on inkubaltam, igy a kisérletekhez egy 24 oras friss tenyészetet hasznalhattam.
denzitasmérd  segitségével 108 sejt/ml-re Allitottam be (DEN-1B McFarland
Densitometer, Biosan).

Az elkészitett szuszpenziobol 1 ml-t pipettdztam 100 ml R2A tapleveshez.

A Pseudomonas aureginosa-val beoltott taplevesbe helyeztem a steril lemezeket, majd
egy oraig 30°C-on inkubaltam. Ezalatt az id6 alatt a sejtek egy része irreverzibilisen
megtapadt a feliileten.

A lemezek egyharmad részét elkiilonitettem a 0. napos mintavétel céljabol. Az
inkubalasi id6 leteltével a kontroll lemezeket 5-5 ml steril vizzel dblitettem le, hogy a
reverzibilisen feliilethez tapadt sejteket eltavolitsam.

A lemezek kétharmad részét steril vizzel torténd oblitést (5-5 ml oldalanként) kovetéen
ujabb, csak steril R2A taplevest tartalmazo Petri csészékbe helyeztem at tovabbi
inkubalés (30°C, 2 illetve 6 nap) céljabol.

A 2 illetve 6 napos inkubalasi id6 lejarta utan a hideg vizes kezelés soran a lemezeket 5
ml steril vizzel torténd 6blités utdn tovabbi 10 ml hideg, 18 °C-0s steril vizzel oblitettem
le.

A meleg vizes kezelés soran a lemezeket a kontroll kezelésen kiviil 10 ml meleg, 60 °C-

os steril vizzel Oblitettem le.

10) A tamponos mintavétel soran a lemezek feliiletét kiilon-kiilon benedvesitett, steril

mintavevl tamponnal atdorzsoltem, majd higitbba mostam a tampont.

11) Sziikség szerint higitasi sort készitettem.

12) A sejtszam meghatarozasahoz lemezontést végeztem; lemezontés soran 1 ml-t

pipettdztam a mintakbol, majd TGE tapagart Ontdttem a Petri csészékbe,

homogenizaltam, majd 30 °C-on két napig inkubaltam.

13) A tamponos mintavétel mellett a lemezeket epifluoreszcens mikroszkop alatt is

megvizsgaltam (OLYMPUS BX41). A lemezeket a kontroll illetve a tisztitasi kezelések
utan akridinnarancs festékkel festettem meg (0,02 g/ 100 ml viz), amit 2 percig allni
hagytam, majd leoblitettem. Ezt kovetéen 100-szoros nagyitasu objektivvel, homogén

immerzids vizsgalatot végeztem.
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4.2.2
1

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

4.2.3
1)

2)

3)

4)

Hideg-, és melegvizes eltavolitasi modszer PET és PP palackok feliiletérol

A palackokat csiramentesitettem: a PP palackokat csapvizzel feltoltve autoklavoztam, a
PET palackok belsejét pedig 30 ml 70%-os alkohollal oblitettem at, és hagytam az
alkoholt elparologni.

24 o6ras Pseudomonas aeruginosa tiszta tenyészetbOl kiindulva szuszpenziot
készitettem. 10® sejt/ml-es koncentriciot allitottam be az optikai denzitismérd
segitségével. (DEN-1B McFarland Densitometer, Biosan).

A steril palackokba fél liter steril vizet toltottem, amibe 0,5 ml 10° koncentracioju
higitott szuszpenziot pipettaztam.

A 0. napon harom kontroll palack vizébdl egy ora inkubécio utdn 1 ml mintat vettem,
amibdl lemezontéssel (TGE agar, inkubalds hdmérséklete 30°C) mutattam ki a viz
kezdeti mikrobaszamat.

A tarolas soran a kiilonb6z6 tisztitasi eljarasok modellezéséhez harom palack szolgalt
kontrollként, harom palackkal hideg vizes, tovabbi 3 palackkal meleg vizes oOblitést
végeztem. A kontroll esetén a palackban 2 illetve 6 napig tarolt vizet kiontdttem. A
hideg és meleg vizes Oblitések hatdsanak vizsgéalatdhoz a kezeléseknek megfeleld
hémérsékletli (18°C/60°C) 100 ml mosogatoszeres steril vizzel Oblitettem 4t a
palackokat, majd 100 ml tiszta, steril Oblitdvizzel tavolitottam el a
mosogatdszermaradvanyokat, illetve a reverzibilisen a feliiletre tapadt baktériumokat.
A palackok teljes bels¢ feliiletérdl tamponos modszerrel mintat vettem (a PET palackok
esetében forrd szikével kettévagtam a palackot, hogy a tamponnal hozzaférjek minden
részéhez.).

A mintavételt kovetden sziikség szerint higitast végeztem, majd TGE agarral torténd
lemezontéssel mutattam ki a mikrobakat.

A lemezeket 30°C-on, 2 napig inkubaltam.

Pseudomonas aeruginosa biofilm képzése teaban, modell feliileteken

A PP lemezeket autokldvban csiramentesitettem, a PET lemezeket pedig 70%-0s
alkohol segitségével tettem mikroba mentessé.

Filteres zold teat hasznélva teat foztem, fél liter vizben egy filtert aztattam 5 percig. 10
g cukrot adtam minden fél literes palackhoz (20 g/l cukorkoncentracidval dolgoztam).
Szuszpenzidt készitettem Pseudomonas aeruginosa 24 oras friss tenyészetb6l, melynek

crer

Az elkészitett szuszpenziobol 1 ml-t pipettaztam 100 ml steril z6ld tedhoz.
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5)

6)

7)

8)

9)

A Pseudomonas aureginosa-val beoltott zold teat tartalmazé Petri csészékbe helyeztem
a steril lemezeket, majd egy 6raig 30°C-on inkubaltam. Ezalatt az id0 alatt a sejtek egy
része megtapadt a feliileten.

Az 6blitést mar a korabbiakban ismertetett moédon végeztem (4.2.1 1.) alapjan).

Az inkubalasi id6 leteltével a kontroll lemezeket 5-5 ml steril vizzel oblitettem le, hogy
a reverzibilisen feliilethez tapadt sejteket eltavolitsam.

A teabdl a 0. napon az inkubalasi id6 letelte utan, illetve a tarolas 2. és 6. napjan mintat
vettem, annak érdekében, hogy figyelemmel kisérjem a Pseudomonas aeruginosa
koncentraci6 valtozast a tedban.

A tamponos mintavételt mar a korabbiakban ismertetett modon végeztem (4.2.1 1.)

alapjan).

10) A sejtszam meghatarozasahoz lemezontést végeztem; lemezontés soran 1 ml-t

4.2.4
1)
2)
3)
4)

5)

pipettaztam a mintdkbol, majd TGE tapagart Ontéttem a Petri csészékbe,

homogenizaltam, majd 30 °C-on két napig inkubaltam.

Pseudomonas aeruginosa biofilm képzése teaban, PET és PP feliileten

A PET és a PP palackokat is sterileztem a 4.2.1 1.) pontban leirtak szerint.

Z061d teat foztem, a 4.2.3 2.) pontja szerint.

Az elkészitett teat autoklavban sterilizaltam.

A palackokat steril tedval megtoltdttem €s 0,5 ml 24 6rés friss tenyészetbdl készitett,

crer

A tovabbiakban hasonldan jartam el, mint a vizzel toltott €s beoltott palackok esetén.
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5 Kisérleti eredmények és kiértekelésiik

5.1.1 Hideg-, és melegvizes eltavolitasi modszer modell feliileteken

H Kontroll
B Melegvizes kezelés

M Hidegvizes kezelés

1

6

5

4
=
Qo
°

3

2

0

0. nap 2. nap 6. nap

5. abra: Pseudomonas aeruginosa modell biofilm kisérlet rozsdamentes acél feliiletén

A modell kisérleteket rozsdamentes acél feliileten kezdtem. Az 5. 4dbran latszik, hogy a két
tisztitasi eljaras hatékony volt, azonban az eredményeket elemezve nagyon nagy szoras volt
tapasztalhatd, ami arra utal, hogy ilyen kis feliileten nem lehet érdemben vizsgélni a kiilonbdz6

hémérsékletii vizzel torténd tisztitasi kezeléseket.
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5.1.2 Hideg-, és melegvizes eltavolitasi modszer PET ¢és PP feliileteken

A PET palackokkal és a polipropilén palackokkal végzett kisérlet:

Tarolt viz mikrobakoncentracidjanak valtozasa

I

W PET

log N
w

= PP

0. nap 2. nap 6. nap

6. abra: A PET és PP palackok vizébdl vett mintdk 6sszehasonlitasa

A 6. dbran lathaté az a tendencia, hogy mindkét tipusu miianyag palackban tarolt vizben
intenziv ndvekedés volt tapasztalhato. A novekedés folytonos volt a 6. napig, de az dbrarol az

latszik, hogy a 0. és a 2. nap kozott volt ugrasszert.

7
b
5
= 4 B PET kentroll
Bo
i=] 5 W PET hideg
W PET meleg
2
1 I
o T
0.nap 2. nap 6. nap

7. ébra: Hideg ¢és meleg viz altal kifejtett tisztitasi hatékonysag PET palackok feliiletén
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8. abra: Hideg ¢és meleg viz altal kifejtett tisztitasi hatékonysag PP palackok feliiletén

A7. abra és az elvégzett statisztikai elemzés alapjan megallapithato, hogy szignifikans hatasa volt
PET palackon a 2. napon mindkét moséasnak a kontrollhoz képest, valamint a 6. napon meleg
vizes mosasnak a kontrollhoz képest is. Hideg viz hatdsara kozel 3 nagysagrendnyi, meleg viz
hatasara 4,5 nagysagrendnyi mikrobakoncentracio csokkenés kdvetkezett be.

PET palackban a 6. napon a hideg vizes mosas egy nagysagrendnyi csokkenést idézett el6, meleg
vizes mosas ebben az esetben is hatékonyabbnak bizonyult, kozel 3 nagysigrendnyi
mikrobakoncentracio csokkenést okozott.

Burfoot és tarsai (2009) hasonld eredményekre jutottak, megallapitottak, hogy fertétlenitoszeres

hideg vizes mosas nem olyan effektiv, mint a meleg vizzel torténd oblités.

A kétféle mosasi modszer hatékonysaga PP palackban (8. abra) a 2. napon kisebb hatékonysaga
volt a PET palackhoz képest, a hideg és meleg vizes Oblitésnek egymashoz viszonyitva kozel
egyforma hatasa volt: egy nagysagrendnyi mikrobakoncentracié csokkenést idéztek eld. A
kontrollhoz képest azonban a melegvizes kezelés szignifikans telepszam csdkkenést okozott.

A tisztitasi eljarasok PP palackban a 6. nap egyaltalan nem voltak hatékonyak.

A kétféle mllanyagot Osszehasonlitva: PET palackban hatékonyabb volt az oblitéses mosas,
mindkét hdmérsekletli vizzel.

A kontroll PET ¢és PP palackok feliiletén kitapaddé mikrobakoncentraciot Osszehasonlitva
megallapithatd, hogy a PET palackban a tarolds 6. napjara mar csokkent a mikrobaszam a 2.
naphoz képest. Ezzel szemben a PP palack feliiletén kitapadt mikrobakoncentracié kozel azonos

volt.
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Az el6z6 kutatasokban Dancs (2020) azt a megallapitast tette, hogy a vizben szabadon 1évo
Pseudomonas aeruginosa sejtek szama a beoltastol szamitott 2. napig 4 nagysagrendet nétt. A 6.
napra egy nagysagrendet csokkent. A feliileteken megtdmado biofilm koncentracié a 6. napra
tovabbi novekedést mutatott. Ehhez képeset a sajat kisérleteimben a vizben szabadon 1év6 sejtek
esetén a 2. napra a PET palack esetében tobb, mint 2,5 nagysagrend névekedést tapasztaltam, a
PP palack esetében pedig tobb, mint 3,5 nagysagrendet ndtt a mikrobakoncentraci6. A hatodik
nap esetén csokkenést tapasztaltam. A feliileteken megtapado sejtek szdma kisérleteim soran a 6.
napra a PP palack esetében stagnalast mutatott, a PET palack esetében pedig csokkent. A
kiilonbséget Dancs munkéja és a sajat eredményeim kozott az adhatja, hogy szobahémérsékleten

végeztik a kisérleteket, ami nem tekintheté allandonak.

5.1.3 Tisztitasi mdodszerek hatékonysaga

Dolgozatom két masik diplomadolgozat folytatasa, ezért fontosnak tartottam Osszehasonlitani
az adataimat az el6z6ekben kapott adatokkal. Juhasz 2020-ban készitett diplomamunkéjaban a
Sphingomonas yanoikuyae mikroorganizmussal dolgozott, ami egy Gram-negativ baktérium,
ahogyan a Pseudomonas aeruginosa is. Juhasz a tisztitasi kisérlet soran a mosogatoszeres
oblitést és a surolast vizsgalta. A két moddszer Osszehasonlitasdra nem kapott egyértelmii

eredményt.

Dancs (2020) diplomamunkéjdban a tarolasi kisérletek soran megallapitotta, hogy a
Pseudomonas aeruginosa a PET és a polipropilén palackba toltott viz esetén is hasonldan

viselkedett.

Dancs oblitéses €s strolasos biofilm eltdvolitdsi moddszereit hasonlitottam Ossze a sajat
melegvizes ¢és hidegvizes kezeléseim eredményeivel. Az Osszehasonlitds sordn az adott
kezeléseknél az adott kezeléshez tartozo kontroll értékekhez viszonyitott eltavolitds mértékét

fejeztem ki szazalékos formaban.

9. tablazat: A kiilonboz6 biofilm eltavolitasi mddszerek hatékonysaganak dsszehasonlitasa

PET palackok feliiletén
2. nap(%) 6. nap (%)
Oblités 61 56,9
Surolas 89,4 92,7

Hideg vizes kezelés 48,03 18,69
Meleg vizes kezelés 73,03 53,28
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10. tablazat: A kiilonb6zo biofilm eltdvolitasi modszerek hatékonysaganak dsszehasonlitdsa

PP palackok feliiletén
2. nap(%) 6. nap (%)
Oblités 55,3 7,1
Surolas 86,6 94,3
Hideg vizes kezelés 20,04 1]
Meleg vizes kezeles 28,94 0

A 9. és 10. tablazatbol megallapithatd, hogy az Oblités és a strolds nagy hatékonysaggal

tavolitjak el a biofilmet.

Osszehasonlitva a négy eltavolitasi lehetdséget, a leghatékonyabbnak a stirolas bizonyult, a

PET és a PP anyagon is, a 2. és a 6. nap esetében is.

Dancs oblitéses biofilm eltavolitasi kisérlete és a hideg vizes kezelés ugyanazon modszeren
alapul. A hatékonyséagbeli kiilonbség abbol adoédhat, hogy bioldgiai rendszerekkel dolgoztunk,

illetve a laboratorium hémérséklete nem allando.

Az érett biofilm ellen tehat csak a surolés tudja hatékonyan felvenni a versenyt. A hideg vizes
kezelés hatékonysaga volt a legalacsonyabb, kozel 30% hatékonysagcsokkenést figyeltem meg

a 2. és a 6. nap mintavételei kozott.

A PP palackok esetében is a strolast taladltam a leghatékonyabbnak. A meleg- €és a hidegvizes
kezelések hatékonysagaban nincs szdmottevo eltérés a 2. napon. A 6. napon az eredmények a
nagymértékii szords miatt nem voltak érdemben értékelhetdek, 1ényegében a kezelés a 6. napon

nem valtoztatott a baktériumok szamén a kontrollhoz képest.

A két anyag esetében a surolds hasonldan hatékony volt, a 2. nap adatait figyelembe véve.
Elmondhat6, hogy a polipropilén palackok feliiletérél az altalam alkalmazott hideg- és

melegvizes kezelések nem tavolitottak el a biofilmet jelentds mértékben.

5.1.4 Pseudomonas aeruginosa biofilm képzése teaban, modell feliileteken
Osszehasonlito elemzést végeztem a tea esetében is. Munkamat egy modell kisérlettel kezdtem,
hogy pontosan lassam, milyen anyagokkal és milyen koncentracioval szeretnék dolgozni,

valamint a higitasi tagok megéallapitasa is fontos szempont volt.
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0. nap 2. nap 6. nap

log N

9. abra: Biofilm képzés tedban modell feliileteken

A 9. dbra alapjan a masodik mintavételi napon a PP lemezeken nem néttek ki a kitenyésztett

baktériumok, ami mérési hiba miatt is torténhetett.

Lathato, hogy a masodik napon a legnagyobb a Pseudomonas aeruginosa sejtkoncentracioja a
lemezek feliiletén, de tekintettel a nagy szords értékekre, egyik napon sem volt szignifikans

kiilonbség kimutathat6 a harom anyag kozott.

A lemezek kozil a rozsdamentes acél lemez feliiletén figyelheté meg a legnagyobb
mikrobakoncentracié6 novekedés. A beoltastél szamitva a 2. napra kozel 3 nagysagrend
novekedés volt tapasztalhatd. A PET lemezek esetén ez a novekedés kozel 2 nagysagrendnyi.
Mindharom lemez esetén elmondhatd, hogy a koncentraci6 a 6. napra csokkent (2-3

nagysagrenddel).
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5.1.5 Pseudomonas aeruginosa biofilm képzése teaban, PET és PP feliileten
Kordbban vizzel toltott miianyag palackok belsd feliiletén kovettem nyomon a biofilm
képzddést és annak eltavolitasi lehetdségeit. Ebben a fejezetben a zo1d tedval toltott palackokkal

végzett kisérletek eredményeit mutatom be.

Tarolt tea mikrobakoncentracio valtozasa

4
=2
- mPET
o
3 mPP
2
1 I ' -
0

0. nap 2. nap 6. nap

10. abra: A PET ¢és PP palackban tarolt tedbdl vett mintak dsszehasonlitasa

A 10. abran lathato, hogy a 0. napon a beoltas utan mindkét anyagon hasonléan alakul a
mikrobakoncentracio. A 2. napon a PET palackokbdl vett mintak esetén a koncentracio
csokkent, a PP palackokbol vett mintak esetén pedig nétt. A 2. napon a PET palackokbdl és a
PP palackokbdl detektalhaté Pseudomonas aeruginosa mennyisége szignifikansan

kiilonbozik. A 6. napra mindkét anyagu palackbdl vett minta mikrobakoncentracioja nott.
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11. abra: Hideg és meleg viz altal kifejtett feliilet tisztitasi hatékonysadg PET palackban tarolt

tea esetében

7
&
5
4
= m PP Kontrodll
E 2 M PP hideg
m PP melkeg
| |
| ' '
0

0. nap 2. nap 6. nap

12. abra: Hideg és meleg viz altal kifejtett feliilet tisztitasi hatékonysag PET palackban tarolt

tea esetében

A 11. abra alapjéan a tea esetében a 2. napon a PET palackok feliiletén kitapadt sejtkoncentracio
a hidegvizes és melegvizes kezelések hatasara megegyezik. A kezelések és a kontroll kozott
sincs kiilonbség, azonban a 6. napon kontroll és a kezelések kozott szignifikans kiilonbség van.
A sejtkoncentracio is latvdnyosan csokkent a kontrollhoz képest a kezelések hatasara. A PET
palackok esetében elmondhatd, hogy a hidegvizes és a melegvizes Oblités is hatékonynak

bizonyult.
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A PP palackokban (12. abra) a 2. napon a kontroll és a kezelések kozott szignifikans

kiilonbség van.

A tedval végzett kisérletekben kiilondsen nagy szoras volt tapasztalhatd, ami miatt a kisérletek

ismétlésére lenne sziikség.

5.1.6 Tea-viz dsszehasonlitas
A dolgozatom célkitlizése Osszehasonlitani a viz és a tea kozotti kiilonbséget, olyan
szempontbol, hogy melyik kozegben nagyobb a Pseudomonas aeruginosa baktérium

biofilmképzési hajlandosaga.

Tea és viz osszehasonlitasa
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4,00
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2,00

=
[=]
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Koncentriciok (LOG (TKE/palack)és LOG (TKE/ml))
=

=]

[=]
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Osrlopok: palack tefjes Mintavételi napok

felibete
Szaggatott vonalak: s Tea (PET) s iz (PET) s Tea (PP) Wiz (PP)
folyadiékok

. o= oy wm T2 [PET) == ap == \/iz [PET) = o == Tea(PP) Wiz (PP)

13. 4bra: Biofilm koncentracid tedban és vizben, PET és PP palackok belsd feliiletén

crer

vonatkoznak (log(tke/palack)), a szaggatott vonalakkal a palackban tarolt folyadékok
mikrobakoncentraci6jat jeloltem (log(tke/ml)). Igy az adatok nem 6sszevethetdek ugyan, de az
abra segitségével koncentracio valtozas tendencidja nyomonkdvethetd. Annak érdekében, hogy
a tendencia szemléletesebben kirajzolodjon, a folyadékok adataira vonatkoz6 pontokat

0sszekotottem.
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Eredményeim azt mutatjdk, hogy a vizben konnyebben elszaporodott a Pseudomonas
aeruginosa. Szamomra meglepd volt, hogy a cukorral izesitett zold teat tartalmazo palackok
feliiletén, illetve magaban a teaban is a vizhez képest alacsonyabb volt a sejtkoncentracio, de
Kwang Y. Kim és munkatarsai hasonl6 eredményeket kaptak 1996-ban. Megallapitottak, hogy

a 20 g/l cukorkoncentracio nem befolyasolja a megtapado sejtek mennyiségét.

A 13. 4bra segitségével parhuzamot vontam palack feliiletére kitapadt biofilm koncentracioja
viz és tea viszonylataban. A 2. nap eredményeibdl lathato, hogy a PET és a PP palackbdl vett
vizmintak esetében is magasabb volt a mikrobakoncentracio, mint a teat tartalmazo palackok

mintaiban. A 2. napon a PET palackokban nagyobb kiilonbség volt mérhetd a kitapadt sejtek

crcr

A szabad sejtek esetében a 0. napon a vizet tartalmazd PP palackok koncentracidja volt a
legalacsonyabb, de ez a 2. napra megfordult. Hasonl6 valtozas figyelhetd meg a teat tartalmazo
palackok esetében; a 2. napon még a PP palackokbol vett mintdk mikrobakoncentracidja
magasabb volt, de ez a 6. napra megfordult, és a PET palackok mikrobakoncentracioja

novekedett.

A Pseudomonas aeruginosa vizben jobban szaporodik, mint teaban, amit a teaban talalhato
gatlo anyagok, példaul a polifenolok jelenléte indokol. Reygaert és tarsai 2014-ben irt
tanulmanyukban arrdl szadmoltak be, hogy a tedban taldlhatdo polifenolok karositjak a
baktériumsejt membranjat és gatoljak az enzimaktivitast. A polifenolok a membran karositasa

miatt a biofilm képzést is ellehetetlenitik.
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6 Osszefoglalas

A sajat kutatdsomban a polietilén-tereftalat és a polipropilén palackot valasztottam a biofilm

képzési folyamat anyagaként.

Céljaim kozott szerepelt, hogy a kiilonboz6 feliiletekhez tapadt biofilmeket eltavolitsam,
melyhez mosogatoszerrel kombinalt hidegvizes (18 °C) és melegvizes (60 °C) kezeléseket
hasznaltam. A két tipust kezelést vetettem Gssze, valamint Osszehasonlitottam a kezelések
hatékonysagat Dancs 2020-ban elvégzett kezeléseinek hatékonysagéval. Arra a megallapitasra
jutottam, hogy a meleg vizes kezelés tobb, mint 73%-ban eltavolitotta a feliiletre tapadt sejteket.
A jobb eltavolitasi hatékonysag érdekében a melegvizes kezelést mechanikai kezelésekkel (pl.

surolas) kell kombindlni.

Masik célkitiizésem volt, hogy megallapitsam, hogy a teaban vagy a vizben névekedik jobban
a Pseudomonas aeruginosa és melyik kozegben képez hatékonyabban biofilmet.
Megallapithaté, hogy a tedban is elszaporodtak a baktériumok, de a vizben nagyobb
mikrobakoncentraci6 volt megfigyelhetd. A PET palackok esetében elmondhatd, hogy a
hidegvizes és a melegvizes 6blités is hatékonynak bizonyult. A PP palackok esetében a
kezelések kozott nem volt kiillonbség. A til nagy szoérdsok miatt a kisérletek megismétlése

sziikséges.

Dancs (2020) surolési kisérlete majdnem 100%-o0s hatékonysaggal tavolitotta el akar az érett
biofilmet is. Tavlati cél lehet a hatékonysag novelésének érdekében a surolast meleg vizes
kezeléssel és fertdtlenitdszerrel kombinalni. Tovabbi anyagokon, példaul PVC vagy iiveg

feliileteken elvégzett kisérletek is megfontolandok.

Osszességében elmondhatd, hogy az tjra felhasznalhatd palackok nagy részét minden nap el
kellene mosogatni, melegvizzel és mosogatdszerrel, hogy elkeriiljiik a biofilm kialakulasat.
Ezen kiviil a palackok rendszeres cseréje, rendkiviil fontos, illetve, ha érzékszervi valtozast

tapasztalunk a palackban tarolt italokban.
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