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Osszefoglalds

Kutatdomunkam soran a Pseudomonas aeruginosa baktérium biofilm képzé képességét
¢és eltavolitasanak lehetdségét vizsgaltam vizben és zold tedban. Korabbi modell kisérletek
alapjan biofilm eltavolitasi kisérletet végeztem miianyag palackokban a hideg- és melegvizes
oblités hatékonysaganak Osszehasonlitasa érdekében. Kutatasom tovabbi részében cukorral
izesitett zold teaval végeztem modell feliileteken kisérletet. A biofilm tedval t61tott miianyag
palackban vald kialakuldsanak, illetve a tisztitdsi modszerek hatékonysaganak vizsgalataval
fejeztem be munkamat.

1. Bevezetés

Az emberi test esszencialis eleme a viz. Nemcsak testiink nagy része all vizbol (60-65%),
hanem az alapvetd ¢életfunkciok ellatdsdhoz is sziikségiink van ra.
Ha biztositani szeretnénk az egész napos vizelldtdsunkat az otthonunktdl tavol is, akkor
sziikségiink lehet egy hordozhatd palackra. Lehet ez az &svanyviz eredeti csomagolasa
(polietilén-tereftalat), rozsdamentes acél kulacs, esetleg polipropilén anyagbdl késziilt palack.
Ezeken az anyagokon a vizben talalhato természetes mikroorganizmusok elszaporodasuk miatt
biofilmet képezhetnek. A biofilm képzése a mikroorganizmusok szempontjabol eldnyods
folyamat, mert ebben a forméaban sokkal ellenallobbak a kdrnyezeti behatasoknak, példaul a
mechanikai hatdsoknak, a pH valtozasnak, az oxigénszegény kornyezetnek vagy a
tapanyaghianynak. A fogyasztd szdmara azonban a biofilm képzés egy nemkivanatos jelenség.
A viz érzékszervi mindségének befolyasolasan kiviil a patogén mikroorganizmusok
megbetegedéseket is okozhatnak. Haztartasainkban a biofilmek eltavolitasanak leghatékonyabb
lehetdsége a mosogatds. A mosogatast 18 °C ¢€és 65 °C-os vizzel €s mosogatdszerrel
modelleztem laboratoriumi kozegben.

2. Anyagok és médszerek

Biofilm modell elkészitéséhez szikséges anyagok (viz és tea kozegben)

Polipropilén lemez, rozsdamentes acél lemez, polietilén teraftalat lemez, Kereskedelemben
kaphato szénsavmentes asvanyviz palackok (0,5 liter), Kereskedelemben kaphat6 polipropilén
anyagu kulacs, 70%-0s alkohol, steril csapviz, filteres zold tea (Naturland), cukor

Biofilm eltavolitasdra vonatkozo kisérletekhez szlikséges anyagok
Kereskedelemben kaphato mosogatoszer, steril csapviz; hideg viz (18°C), meleg viz (60°C)




Felhasznalt mikroorganizmusok
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027

Felhasznalt tapkozegek
Tripton Gliikéz Elesztékivonat — TGE altalanos taptalaj, 9 ml-es higito folyadék, R2A tapleves,
Tripton szdja agar - TSA altalanos taptalaj

Hideg-, és melegvizes eltavolitdsi modszer modell fellleteken

A Pseudomonas aeruginosa biofilm képzését harom feliileten vizsgaltam meg,
rozsdamentes acélon, polipropilénen és polietilén-tereftalaton. A lemezek mérete 74 x 24 mm.
A PET lemezeket 70%-os alkoholba meritettem, a PP és rozsdamentes acél lemezeket pedig
autoklavban csiramentesitettem. A kisérletekhez egy 24 oras friss, 10® sejt/ml koncentracidju
tenyészetet hasznaltam. Az elkészitett szuszpenziobol 1 ml-t pipettaztam 100 ml R2A
tapleveshez. A beoltott taplevesbe helyeztem a lemezeket, majd egy oraig 30°C-on inkubaltam.
A lemezek egyharmad részét 5-Sml steril desztillalt vizzel dblitettem a reverzibilisen megtapadt
sejtek eltavolitdsa végett (0. nap kontroll), kétharmad részét oblitést kovetden steril R2A
taplevesbe helyeztem ¢és inkubaltam 30°C-on 2 illetve 6 napig. Az inkubalasi id6 leteltével a
kontroll lemezeket 5-5 ml steril vizzel 6blitettem le (2. és 6. nap kontroll). A ,,hideg” lemezeket
5 ml steril vizzel torténd Oblités utan tovabbi 10 ml hideg steril vizzel oblitettem le. A ,,meleg”
lemezeket tovabbi 10 ml 60 °C-0s steril vizzel kezeltem. A lemezeken megtapadt mikrobak
szamszerli kimutatdsahoz mintavételi alkalmanként 3-3 lemezrél tamponos mintavevot
hasznaltam, melyet a mintavételt kovetden a higit6 folyadékba mostam. Sziikség szerint higitasi
sort és lemezontést készitettem. Tovabbi 3 lemezt epifluoreszcens mikroszkop alatt is
megvizsgaltam (100-szoros nagyitasi homogén immerzi6), ehhez a lemezeket akridinnarancs
festékkel festettem meg (0,02 g/ 100 ml viz), amit 2 percig allni hagytam, majd ledblitettem.

Filteres zold teat hasznalva teat foztem, fél liter vizben egy filtert aztattam 5 percig. 10 g cukrot
adtam minden fél literes palackhoz (20 g/l cukorkoncentracioval dolgoztam).

A cukorral izesitett teaba helyezett modell lemezekkel az el6z6eknek megfelelden jartam el.

Hideg-, és melegvizes eltdvolitdsi modszer PET és PP palackok fellletérdl

A palackokat a modell kisérletben leirtaknak megfelelden sterileztem vagy alkohollal
oblitettem at. Friss, 10% sejt/ml koncentracioju Pseudomonas aeruginosa tenyészetet
hasznaltam. A steril palackokba fél liter steril vizet toltottem, amibe 0,5 ml 10° koncentracioju
higitott szuszpenziot pipettaztam. A palackokat szobahdmérsékleten inkubaltam 6 napig. A
palackokban tarolt vizbdl és a palackok feliiletérdl a 0., 2. és 6. napon mintat vettem, a
mikrobaszam meghatarozashoz sziikség szerint higitasi sort készitettem, lemezontést végzetem,
a lemezeket 30°C-on inkubaltam. A palack feliiletének vizsgalatdhoz a palackokbdl a tarolt
vizet kiontottem. A kontroll palackok esetében kozvetleniil ezutdn mintat vettem tamponos
mintavevovel. A tisztitasi eljards modellezéséhez hideg és meleg vizes kezeléseknek megfeleld
hémérsékletii (18°C/60°C) 100 ml mosogatdszeres steril vizzel oblitettem 4t a palackokat, majd
100 ml steril 6blitdvizet hasznaltam a hab eltavolitasahoz. A palackok teljes belso feliiletérol
tamponos modszerrel mintat vettem (a PET palackok esetében forr6 szikével kettévagtam a
palackot, hogy a mintavevdvel jol hozzaférjek minden részéhez.). Sziikség szerint higitasi sort

készitettem és lemezontést végeztem. A lemezeket 30°C-on, 2 napig inkubéltam.

A cukorral izesitett tedval toltott palackokkal a fent leirt modszernek megfelelden jartam el.



3. Eredmények és értékelésiik

Rozsdamentes acél feliileten a két tisztitasi eljaras hatékony volt, azonban a nagy szoras
arra utal, hogy ilyen kis feliileten nem lehet érdemben vizsgalni a kiilonb6zé hdmérsékletii vizzel
torténd tisztitasi kezeléseket. A harom lemez feliiletén (rozsdamentes acél, PET ¢és PP) a
sejtkoncentraciokban nem volt szignifikans kiilonbség.

A tea esetében a masodik napon a legnagyobb a Pseudomonas aeruginosa
sejtkoncentracioja a lemezek feliiletén, de nem tér el a szignifikdnsan a tobbi anyagtol a
koncentracio. A lemezek koziil a rozsdamentes acél lemez feliiletén figyelhetd meg a legnagyobb
mikrobakoncentracié noévekedés. Mindkét kozegben minden lemez esetén csokkent a
sejtkoncentracio a 6. napra.

A PET palackokban a szoras értékeket figyelembe véve szignifikans hatasa volt a 2.
napon mindkét mosasnak a kontrollhoz képest, valamint a meleg vizes mosasnak a hideg vizhez
képest is. PET palackban a melegvizes mosas hatékonyabbnak bizonyult.

A kétféle mosasi modszer hatékonysdga PP palackban a 2. napon kisebb hatékonysagt volt a PET
palackhoz képest, a hideg és meleg vizes Oblitésnek egymdashoz viszonyitva kozel egyforma
hatasa volt.

A kétféle mlianyagot Osszehasonlitva: PET palackban hatékonyabb volt az Oblitéses mosas,
mindkét homérsékletii vizzel.

A tea esetében a 2. napon a PET palackok feliiletén kitapadt sejtkoncentracié a hidegvizes ¢€s
melegvizes kezelések hatasara megegyezik. A kezelések és a kontroll kozott sincs kiilonbség. A
6. napon mar a kezelések kozott is van kiilonbség, €s a sejtkoncentracio is latvanyosan csokkent
a kontrollhoz képest a kezelések hatidsara. A PET palackok esetében elmondhatd, hogy a
hidegvizes és a melegvizes 0blités is hatékonynak bizonyult.

A PP palackokban a kezelések kozott nincs kiilonbség.

Eredményeim azt mutatjak, hogy a vizben konnyebben elszaporodott a Pseudomonas
aeruginosa. Szamomra meglepd volt, hogy a cukorral izesitett zold teat tartalmazé 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 cukorkoncentracié nem befolydsolja a megtapado sejtek mennyiségét.

4. Kovetkeztetések, javaslatok

A Pseudomonas aeruginosa vizben jobban szaporodik, mint tedban, amit a tedban

talalhat6 gatld anyagok, példaul a polifenolok jelenléte indokol. Reygaert és tarsai 2014-ben irt
tanulmanyukban arr6l szdmoltak be, hogy a tedban taldlhatd polifenolok karositjak a
baktériumsejt membranjat és gatoljak az enzimaktivitast. A polifenolok a membran kérositasa
miatt a biofilm képzést is ellehetetlenitik.
Osszességében elmondhatd, hogy az tjra felhasznalhaté 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 romlast
tapasztalunk a palackban tarolt italokban.
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