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1. AMUNKA ELOZMENYEI ES CELKITUZESEK

Az elmult években az aszalt gyiimolcsok egyre nagyobb jelentdségre tettek szert a modern
étrendben, az egészséges élelmiszerek iranti fogyasztéi érdeklodés ndvekedése miatt. Az aszalt
gylimdlesok koncentralt formai a friss gyiimolcsoknek, amelyeket hagyomanyos modszerekkel,
példaul napon szaritassal, vagy korszerti mechanikus szaritokkal dolgoznak fel (Ringeisen et al.,
2014). Bar az étrendi ajanlasok a friss, szezonalis termékeket hangsulyozzak, tobb orszag, koztiik
Litvania és az Egyesiilt Kirdlysag is az aszalt gylimdlcsok napi fogyasztasat javasolja (Webl).
Eurépa kliméja miatt a friss gyiimolcsok egész évi elérhetésége korlatozott, igy az aszalt
gyiimolcsok értékes alternativat jelentenek. Ezek élelmi rostokban, vitaminokban, asvanyi
anyagokban és bioaktiv vegyiiletekben is gazdagok, igy asz aszalvanyok tdmogatjak az emésztést
¢s az immunrendszer mikodését, valamint csokkentik a kardiovaszkularis betegségek
kialakuldasdnak kockazatat (Jeszka-Skowron et al., 2017; Rybicka et al., 2021; Alasalvar et al.,
2023; Zeng et al., 2023).

A szaritasi folyamat csokkenti a nedvességtartalmat és a vizaktivitdst (aw), ezzel gatolja a
mikrobialis szaporodast és hosszabbitja meg a termékek eltarthatosagat (Srednicka-Tober et al.,
2020). A hagyomanyos aszalt gylimOlcsok nem tartalmaznak hozzdadott cukrot, mig masok,
példaul a vords afonya vagy a mangd, izesités céljabol édesitettek, ami tovabb csokkenti a
vizaktivitast (Alasalvar et al., 2020). Annak ellenére, hogy az ayw jellemzden kicsi (koriilbeliil 0,60
vagy annal kevesebb), az aszalt gylimdlcsok nem mentesek a mikrobidlis szennyezddéstol
(Beuchat et al., 2011). Olyan koérokozok, mint a Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella sp. és tovabbi patogének tilélhetnek ezen koriilmények kozott.
Ezen patogéneket kereskedelmi és hézilag aszalt termékekbdl is egyarant kimutattdk (Risiquat,
2013; Ntuli et al., 2017; Canakapalli et al., 2021; Shah et al., 2022; Abed, 2025). Mivel az aszalt
gytimolcsoket gyakran tovabbi feldolgozas nélkiil fogyasztjadk, a mikrobialis és mikotoxin-
szennyezOdés tovabbra is komoly élelmiszerbiztonsagi kockazatot jelent (Zakaria et al., 2015).

A mikrobdk kimutatdsa hagyoményosan tenyésztés-alapi modszereken alapul, amelyek tobb
szelektiv taptalajt, biokémiai tesztet, valamint fejlett, azonositasra alkalmas késziilékeket, példaul
MALDI-TOF MS-t is magukban foglalnak. A tenyésztésen alapuld megkozelitések
munkaigényesek, és ala is becsiilhetik a mikroorganizmusok szdmat, mivel nem minden mikroba
képes szaporodni standard laboratoriumi korilmények kozott (Biswas és Rolain, 2013). A
tenyésztés-fiiggetlen modszerek, mint a 16S rDNS amplikon szekvenélas vagy a kvantitativ PCR
(qPCR), lehetdvé teszik a tenyészthetd és tenyészthetetlen mikroorganizmusok kozvetlen
kimutatasat élelmiszer-, kdrnyezeti vagy klinikai mintakbdl is. Ugyanakkor a DNS-kivonasahoz
hasznalt protokoll, a primer- és célgén-valasztds, valamint a referencia adatbazisok jelentdsen
befolyésolhatjdk a taxondmiai azonositas pontossagat (O’Sullivan et al., 2011; Schoonbroodt et
al., 2023). A két megkozelités kombindldsa biztositja a mikrobidta legteljesebb jellemzését.

A baktériumok dormancidjat kiilonféle kornyezeti stresszhatasok valthatjak ki, példaul tal nagy
vagy tul kicsi hdmérséklet, szaritas, nagy ozmotikus nyomads, tartdsitoszerek, sugarzas, illetve ezek
kombinacioi, példaul fagyasztva szaritas (Fu et al., 2020; Li et al., 2020; Cai et al., 2022; Jayeola
et al., 2022; Konig et al., 2023; Pazos-Rojas et al., 2023; Hu et al., 2024; Shangguan et al., 2025).
A sporak és perzisztens sejtek mellett az €16 de nem tenyésztheté (VBNC) allapot kiilondsen
relevans, mivel a VBNC sejtek metabolikusan aktivak maradnak, de a standard laboratériumi
tenyésztéses modszerekkel nem mutathatdéak ki. Kimutatasukhoz tobbek kozott molekularis
modszerekre, mint példaul a qPCR-re vagy a 16S rRNS szekvenalasra van sziikség (Li et al.,

2014).
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Nagy ozmotikus nyomasu kornyezetben (hiperozmotikus stressz) a baktériumoknak gyorsan kell
alkalmazkodniuk a turgor nyomds ¢és a sejten beliili hidratdci6 fenntartasahoz. Ennek
ellensulyozasara a sejtek kompatibilis oldott anyagokat (ozmoprotektansokat), példaul glicin
betaint, karnitint, prolin betaint és trehal6zt halmoznak fel (Breisch és Averhoff, 2020). Az E. coli-
ban az ozmotikus stressz komplex valaszt valt ki, amely magaban foglalja a génszabalyozast, az
anyagcsere folyamatok atrendezddését és a kompatibilis oldott anyagok felhalmozodast (Sévin és
Sauer, 2014; Sun et al., 2019).

A gamma-sugarzas egy Ujabb, nem hdémérsékleten alapuld tartdsitdsi modszer, amely nagy
energidju  fotonokat (tipikusan Kobalt-60 vagy Cezium-137 forrasbol) hasznal a
mikroorganizmusok inaktivalasara (Singh et al., 2015). Megfelel6 dozisban a sugarzas karositja a
mikrobialis DNS-t. Fontos, hogy kisebb dozisoknal (>4 kGy) a gamma-sugarzas csak minimalisan
befolyasolja az élelmiszerek makro- és mikro tdpanyagtartalmat, izét és textirajat (Hing et al.,
szagokat €s avas izt eredményezve (Huang et al., 2023). Az élelmiszer besugarzas alkalmazhato
csomagolt termékek esetében is, ezzel megeldzve az utdlagos szennyezodést (Pelicia et al., 2015).
Ezek mellett az élelmiszer besugarzas lassitja az érés folyamatat, gatolja a csirdzast és eliminalja
a kartevoket (Yoon et al., 2023). Bar a WHO ¢és az FAO biztonsagosnak ismeri el, az elfogadas
orszagonként valtozo. Tekintettel arra, hogy az ozmotikus stressz az aszalt gylimolcsokben
elésegitheti a VBNC allapot kialakulasat, alapvetd fontossagu megérteni, hogyan befolyasolja a
gamma-sugarzas az ¢lelmiszerekben 1évé mikroorganizmusokat a megfeleld ¢lelmiszerbiztonsag
biztositasa érdekében (Web2).
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mikrobidtdjarol kevesebb ismeret all rendelkezésre. Szamos tanulméany kimutatta, hogy a nem
megfeleld higiéniai koriilmények a teljes élelmiszerlanc sordn patogén baktériumokkal,
(Escherichia coli, Enterobacter, Salmonella, Listeria és Staphylococcus) torténd szennyezddést
eredményezhetnek, ami élelmiszerbiztonsagi kockazatot jelent. Az Escherichia coli-t valasztottam
ebben a dolgozatban az aszalt gylimolcsok fekalids szennyezddésének indikatoraként, valamint az
ozmotikus stressz vizsgalatara szolgalé modellorganizmusként. A mikrobidta Osszetételének
vizsgalata, illetve a cukor 4ltal kivaltott ozmotikus stressz E. coli-ra gyakorolt hatdsanak vizsgalata
érdekében a kovetkezd célokat tliztem ki:

e A Magyarorszagon és Ausztridban kereskedelmi forgalomban kaphat6 aszalt gyiimdlcsok
(aszalt sargabarack, aszalt szilva, mazsola) mikrobialis dsszetételének jellemzése, kiilonds
tekintettel az Enterobacteriaceae csalad tagjaira, kiemelten az Escherichia coli-ra,

e Szaporodasi vizsgalatok elvégzése a Bioscreen rendszer segitségével annak
megallapitasara, hogy az E. coli képes-e szaporodni cukorban gazdag kornyezetben,

e Az aszalt gyiimdlcsokben taldlhaté ozmotikus viszonyok vizsgéalata arra vonatkozodan,
hogy az E. coli képes-e VBNC-szerti allapotba keriilni,

e Az E. coli cukor altal eldidézett ozmotikus stresszhez valo alkalmazkodéasanak szélesebb
korli vizsgélata aszalt gyiimolcsoket imitald kornyezetben. Harom célgén Kkeriilt
kivalasztasra az ozmotikus stressz kiilonboz6 aspektusainak reprezentdlasara: osmC, talA
és tred,

e A gamma-sugarzds E. coli-ra gyakorolt hatdsanak vizsgéalata ozmotikus stresszel
kombinalva.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK
2.1. Aszalt gyiimolcs mintak beszerzése

Harminc kereskedelmi forgalomban kaphat6 aszalt gyliimolcs mintat (sargabarack, aszalt szilva,
mazsola) vasaroltam magyar és osztrak boltokbdl és piacokrdol. Megprobaltam lefedni a termékek
sz€les skalajat (csomagolt/csomagolatlan, bio/nem bio, SO: kezelt/kezeletlen). A beszerzett
mintakat szobahOmérsékleten taroltam. A munka a MATE-BOKU egyiittmiikodés (CEEPUS) és
egy magyar—osztrak bilateralis projekt keretében valosult meg, ezért szirmaznak a mintak mindkét
orszagbol.

2.2. Escherichia coli torzsek megszerzése

Két E. coli torzset alkalmaztam a vizsgalataimhoz. Az egyiket a torzsgyljteménytdl kaptam (CC;
ATCC B.02031) a mésik pedig egy kis vizaktivitasu élelmiszerbdl (hajdinaliszt) kertilt izolalasra
(FI). Az FI torzset egy tolem fiiggetlen kisérlet soran izolaltdk, egy Cromobacter sp. sziirés
keretében. A kisérlet soran elddusitast kovetden Cronobacter szelektiv taptalajon szélesztették a
mintat. Az azonositashoz MALDI-TOF MS alkalmaztak, mely azonositotta a mintabol az E. coli-
t. Hogy megbizonyosodjak arrdl, tényleg E. coli-t azonositottak, tiszta tenyészetet készitettem,
majd ezt MALDI-TOF MS-sel Gijra megvizsgaltam.

2.3. Szaporodasi képesség meghatarozasa

A CC és FI torzsek azon képességét, képesek-e kiillonbozé ozmotikus viszonyok kozott szaporodni
a Bioscreen C rendszerrel vizsgaltam. A torzseket LB taptalajban (kontroll), kis cukortartalmu
kozegben (0.35 M gliik6z), valamint aszalt sargabarack, aszalt szilva és mazsola cukortartalmat
utanzo kozegben vizsgaltam. A kisérletek alatt 24, 72 és 96 6ran keresztiil végeztem az inkubaciot
a kiilonbo6z6 kozegekben. Az egyik kisérletben ozmotikus kornyezetben eléadaptalt E. coli sejtek
szaporodasi képességét vizsgaltam aszalt szilvat utanzo kozegben. A statisztikai elemzést Kruskal—
Wallis és Wilcoxon tesztek alapjan végeztem.

2.4. Az aszalt gyimolcsok mikrobialis diverzitasanak vizsgalata tenyésztés fiiggo
modszerrel

Ebben a kisérletben két megkdzelitést alkalmaztam. Az els6 az aerob mezofil mikroorganizmusok
kvalitativ kimutatasa volt, kiilonds figyelmet forditva az Enterobacteriaceae csalad tagjaira, azon
belill is az E. coli-ra. A mintdkat homogenizalast kovetden elddusitottam (MMGM, TSB), majd
szelektiv (TBX, VRBG) ¢s nem szelektiv (LB) taptalajokra szélesztettem. A masodik egy
kvantitativ vizsgalat volt, hogy megallapithassam az 6sszcsiraszdmot. Ennél a kisérletnél mar nem
alkalmaztam elddusitast. A higitast kovetden a mintdkat Actidiont tartalmazé LB taptalajra
sz¢lesztettem. Az Actidion hozzdadésa gatolta az élesztOk és penészek szaporodasat, igy lehetoveé
téve az Osszcsiraszam meghatarozasat.

A lemezekrdl szarmazd baktérium ¢€s penész/élesztd izolatumokat MALDI-TOF MS-sel
azonositottam. Minden lemezrdl szemrevételezést kovetden eltérd telepeket valasztottam, végiil a
mintdkat standard hangyasav-kivondsi eljaras szerint készitettem eld, és a Bruker konyvtarak
alapjan azonositottam.

2.5. Kiegészité vizsgalatok a mikrobidta jellemzésére

Az aszalt gyiimolcsok mikrobiotajanak jobb megismerése érdekében a gyiimdlcsok pH-jat,
vizaktivitasat és a cukortartalmat is elemeztem.



2.6. 16S rDNS amplikon szekvenalas (tenyésztés fiiggetlen analizis)

Kiegészitéseként a tenyésztés fliggd azonositds mellé, a mikrobidta Osszetételét 16S rDNS
amplikon szekvenalassal is meghataroztam. Els6 1épésként DNS kivonast végeztem a DNeasy
PowerFood Microbial Kit segitségével. A ~1,500 bp hossza 16S gént az Oxford Nanopore 16S
Barcoding Kit és AccuStart II PCR SuperMix segitségével amplifikdltam, a gyart6 leirasat
kovetve. Az amplikon méretét 2 %-os agardz gélen, GelRed festékkel ellendriztem. A DNS
mennyiségét Qubit fluorométerrel validaltam. A barcode-olt mintdkat a Rapid Sequencing DNA -
16S barcoding kit 24 V14 segitségével készitettem a gyartd protokollja szerint, majd a
szekvenalast MinlON késziilékkel végeztem.

2.7. Stressz indukalasa ionizalo sugarzassal
2.7.1. Az elektrongyorsito és gamma-sugdrzds dsszehasonlitisa

Eldzetes vizsgalatokat végeztem annak érdekében, hogy 6sszehasonlithassam az elektrongyorsitd
¢és a gamma sugarzas hatdsat a torzsgyljteménybdl szarmazo E. coli-ra. Friss tenyészetet
készitettem az E. coli-val LB taplevesben, majd a tenyészet 600 nanométeren mért optikai denzitas
(ODesoo) értékét friss LB taptalajjal 0,1-re allitottam be. A mintak besugéarzasara a Wigner Fizikai
Kutatoékdzpontban keriilt sor 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 és 1 kGy dozisokkal. A besugarzast kdvetden a
mintakat higitottam, majd LB agaron szélesztettem és 37 °C-on 24 6ran keresztiil inkubaltam.

2.7.2. A torzsgyiijteménybél szarmazo E. coli torzs D-értékének meghatdarozdsa
elektrongyorsitoval végzett sugdrzds esetén

Az eldz6 6sszehasonlitd kisérlet eredményei alapjan az E. coli D-értékét 0.,5; 1; 1,5 és 2 kGy
dozisokkal hatdroztam meg, melyhez az elektrongyorsitd volt a sugarforrds. A besugarzast
kovetéen a mintakat higitottam, majd LB agaron szélesztettem és 37 °C-on 24 o6ran keresztiil
inkubaltam

2.7.3. Az E. coli viselkedésének vizsgalata aszalt gyiimolcsoket utanzo ozmotikus kozegben
gamma-sugarzds hatdasdara

A kisérlet soran az E. coli tulélést gliikozt, fruktozt vagy szacharozt kiilonbozé koncentracidoban
(10 %, 30 % és 50%) tartalmaz6 kozegben vizsgaltam. A tenyészet ODsoo -as értékét 0,1-re
allitottam a cukrot tartalmaz6 taplevesekben, majd 1; 1,5; 1.8; 2; 2,5 kGy gamma-sugarzasnak
vetettem ald a mintdkat. A besugarzast kovetéen a mintdkat higitottam, majd LB agaron
szélesztettem €s 37 °C-on 24 6ran keresztiil inkubaltam.

2.7.4. A torzsgyvijteménybdl és a kis vizaktivitasu kozegbol szarmazo E. coli torzsek D-
értékének meghatdrozdsa gamma-sugdrzdssal

A sugardozisokat 1,3; 1,6; 1,9; 2,2; 2.5 kGy-re modositottam, a vizsgalatot pedig mindkét E. coli
torzzsel (CC, FI) elvégeztem. A sugarzast LB taplevesben, illetve aszalt szilvat imitalo kézegben
végeztem. A besugarzast kovetden a mintakat higitottam, majd LB agaron szélesztettem és 37 °C-
on 24 oran keresztiil inkubaltam.

2.7. Primerek tervezése kvantitativ PCR (qPCR) vizsgalatokhoz

A Kkisérleteimhez kivalasztott génekhez (rpoB, osmC, tred és tal4) a primereket a Primer3web
segitségével terveztem. A masodlagos szerkezet képzddését OligoAnalyzer-rel értékeltem, a
specificitast pedig NCBI BLAST-tal ellendriztem. Annak érdekében, hogy meghatarozzam az
optimalis annellalasi hdmérséklet gradiense PCR-t (55-61 °C) végeztem. A reakciokhoz AccuStart
IT PCR SuperMix-et hasznéaltam, az eredményt pedig agar6z gél elektroforézissel elemeztem.
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2.8. Kl6, de nem tenyésztheté (VBNC)-szerii sejtek kimutatasa

Az volt a cél, hogy meghatarozzam, hogy az E. coli sejtek kiillonboz0 ideig tartd ozmotikus stressz-
alatt VBNC-szerli allapotba kerililnek-e. Az ozmotikus stressz kisérletek két részbdl alltak,
melyeket alabb mutatok be.

2.9.1. Ozmotikus stressz indukdlasa elozetes adaptacio nélkiil (életképesség és
tenyészthetoség vizsgalat)

Az ODesoo értékét a kiilonbozo aszalt gylimolesot imitald tdpleveseknek (aszalt sargabarack, aszalt
szilva, mazsola) 0,1-re allitottam a friss E. coli torzsekkel (CC, FI) LB, majd 1, 2, 3, 4, 5, 24 ¢és 96
oran keresztiil inkubaltam a mintdkat. Ez az inkubdacio jelentette a stressz periddust. Az LB
tapleves kontrollként szolgalt. Az adott stressz intervallum lejartat kovetden a mintak egy részét
sz€lesztettem a tenyészthetdség vizsgalatahoz, masik részét pedig lefagyasztottam késébbi DNS-
kivonashoz ¢és ¢életképesség vizsgalatokhoz (qPCR).

2.9.2. Ozmotikus stressz indukdldsa eldozetes adaptdacioval

A el6adaptacid hatdsanak vizsgalatara a torzsgyljteménybdl szarmazo E. coli torzset 2,5 oran
keresztiil inkubéltam LB taplevesben és kis cukortartalmt kozegben (0,35 M gliik6z). A kontroll
mintakat az eléadaptacio kovetden szélesztettem. Ezutan a sejteket aszalt gylimolcsoket (aszalt
sargabarack, aszalt szilva, mazsola) imitald tdplevesben inkubaltam 4 és 24 6ran keresztiil. Ez az
inkubécio jelentette a stressz periddust. Az adott stressz intervallum lejartat kovetden a mintak egy
részét szélesztettem a tenyészthetdség vizsgalatdhoz, masik részét pedig lefagyasztottam késobbi
DNS-kivonéshoz és ¢életképesség vizsgalatokhoz (qPCR).

2.9.3. DNS-kivonas a stresszelt sejtekbol és propidium-monoazid (PMA)-qPCR

A DNS-kivonast a peqGOLD Bacterial DNA Kit-tel végeztem annak leirdsa szerint. A DNS
kivonas eldtt a mintdkhoz propidium monoazidot adtam, mely lehetévé tette, hogy csak az €16
sejtekbdl szarmazd DNS keriiljon amplifikaciora a PCR soran. Ezutdn a mintakat lizozimmel,
proteindz K-val és RNéaz-zal kezeltem. A PCR-hez SYBR Green-t hasznaltam. A PCR ciklus
magaban foglalta az elédenaturaciot 95 °C-on 60 masodpercig, melyet 40 ciklusnyi denaturacid
95 °C-on 15 masodpercig, annellalas 57 °C-on 30 masodpercig és lanchosszabbitas 72 °C-on 30
masodpercig kovetett. A fluoreszcencia detektdldsdra a lanchosszabbitds végén kertilt sor. A
standard gorbét az E. coli DNS-ének tizszeres higitdsabol készitettem. A tenyészthetdséget
(lemezdntés) harom parhuzamosban, az €letképességet (QPCR) két parhuzamosban vizsgaltam. A
statisztikai elemzéseket Wilcoxon/Kruskal-Wallis tesztekkel végeztem.

2.9. Génexpresszios vizsgalat
A génexpresszio vizsgalatira az aszalt szilvat imitald kozeget valasztottam az el6zd kutatasaim
eredmeényei alapjan.

2.10.1. Ozmotikus stressz indukdldsa
Az E. coli két torzsét (CC, FI) a logaritmikus szaporodasi fazis kdzepéig szaporitottam, majd
centrifugélast kovetéen LB-ben és aszalt szilvat imitald taplevesben szuszpendaltam ujra. A
sejteket 0,5; 1; 3 €s 16 oran keresztiil inkubaltam. Ez az inkubacio jelentette a stressz periodust. A

sejteket centrifugaldst kovetéen, RNA Protect oldatban stabilizaltam és 4 °C-on taroltam a
génexpresszios vizsgalatokig.



2.10.2. Génexpresszio elemzése

Az RNS-t RNeasy Mini Kit segitségével izolaltam a kithez tartozo leiras alapjan. A tisztitott RNS-
t RNaz-mentes vizben elualtam. A komplementer DNS (cDNS) szintézis¢hez a QuantiTect
Reverse Transcription Kit-et hasznaltam a kit leirdsa alapjan. A génexpresszios qPCR
vizsgéalatokhoz SYBR Green-t hasznaltam. A PCR program magaban foglalta az 95 °C-os 10
perces elddenaturaciot, majd 40 ciklusnyi denaturacié 95°C-on 15 masodpercig, annellalas 57 °C-
on 30 masodpercig, ¢és lanchosszabbitds 72°C-on 30 masodpercig kovetett. A negativ
kontrollokban a templat DNS-t PCR-mindségli vizzel helyettesitették. A fluoreszcencia
detektalasara a lanchosszabbitas végén keriilt sor. A relativ génexpressziot AACt modszerrel
szamoltam ki, melyhez az rpoB haztartasi gént referenciaként hasznaltam, a génexpresszid
véltozasat pedig a kovetkezd képlettel hataroztam meg: génexpresszio valtozas = 224¢,



3. EREDMENYEK
3.1 A szaporodasi képesség meghatarozasa

Az E. coli szaporodasi képességére iranyuld kisérleteim azt mutattdk, hogy mindkét toérzs (CC, FI)
jol szaporodott LB-ben ¢és kis cukortartalmi taplevesben, azonban a kiilonbozé aszalt
gyiimolcsoket imitalo taplevesek koziil csak az aszalt szilvat imitalod tapleves tdmogatta a
baktériumok szaporodasat. Ebben a kozegben a torzsek optikai denzitdsa (OD) idével fokozatosan
novekedett, bar a lag fazis meghosszabbodott. Ez 32 6rdig tartott az FI torzs, és 85 o6rdig a CC
torzs esetében, abban az esetben, amikor az LB-ben eldadaptalt sejtek az aszalt szilvat imitald
taplevesbe keriiltek. Ezzel szemben, azok a sejtek, melyek az aszalt szilvat imitald taplevesben
eldadaptalddtak, majd LB taplevesbe kertiltek, joval rovidebb lag fazist mutattak (~3 o6ra az FI és
~6 o6ra a CC torzs esetében). Ez kiemeli az eléadaptacio és a kozeg hatdsat a szaporodasi
dinamikdra. Az LB-ben vagy az aszalt szilvat imitalo kozegben végzett eldadaptacio befolyasolta
a szaporodasi dinamikat. Az aszalt szilvat imitald kozegben megfigyelhetd volt a bakterialis
szaporodds még azutan is, hogy a torzsek 192 6ran keresztiil eléadaptalodtak. Osszességében a
szilvat imitald tapleves kovetkezetesen tamogatta az E. coli szaporodasat, ami 0sszhangban all
korabbi kutatasokkal, amelyek szerint az élelmiszer-eredetli patogének tulélnek az aszalt
gylimolcsokon.

3.2 Az aszalt gyiimolcsok mikrobialis diverzitasanak vizsgalata tenyésztés fiiggé
modszerrel

A baktériumfajok azonositdsdhoz MALDI-TOF MS-t alkalmazva 20 baktérium nemzetséget
azonositottam a 30 aszalt gylimolcs mintabol. A leggyakrabban eléforduld baktérium nemzetségek
csOkkend sorrendben a kovetkezék voltak: Bacillus, Priestia, Peribacillus, Micrococcus,
Paenibacillus, Pantoea, Staphylococcus, Cytobacillus, Lysinibacillus és Niallia. Tiz nemzetség
minddssze egy-egy mintdban fordult eld. A vizsgalt aszalt gylimolcsok koziil a mazsolak
mikrobiotdja bizonyult a legvaltozatosabbnak, ezt kdvették az aszalt sdrgabarackok, mig az aszalt
szilvakban figyelhet6 meg a legkisebb mikrobidlis sokszinliség. Ennek oka valosziniileg az aszalt
szilvdk nagyobb fenolos és antioxidans-tartalma, amely gatolja a baktériumok szaporodasat.
Szamos azonositott faj (Bacillus, Paenibacillus, Curtobacterium, Lysinibacillus és Metabacillus)
tipikusan kornyezeti kontaminans, azaz izolalasuk altalaban talajhoz vagy ndvényekhez kothetd,
ami a betakaritas vagy feldolgozds kdzbeni szennyezddésre utal. Emellett tobb potencialisan
opportunista patogént is azonositottam, mint példaul Staphylococcus epidermidis-t, Pantoea
agglomerans-t, Pseudomonas sp.-t, Enterococcus sp.-t, Mixta calida-t és Priestia flexa-t, amelyek
az utdlagos szennyezddést és a nem megfeleld higiéniai gyakorlatot jelzik. Jelenlétiik az aszalt
gytimolcsokben romlasi és élelmiszerbiztonsagi szempontbdl egyardnt jelentds. A penészes
szennyezOdeés szintén kiemelkedd volt. Ez nem meglepd, hiszen az €lesztok és penészek jobban
tolerdljak az ozmotikus stresszt. Mindezek ellenére a penészek és élesztdk azonositasa csak az
aszalt sargabarackok 27 %-aban, az aszalt szilvamintak 25 %-aban, mig a mazsola mintak 72%-
aban volt lehetséges. Az aszalt gylimdlcsok éleszto- €és penészvizsgalata minden mintatipusban
elsésorban ozmotolerans €lesztok (féleg Zygosaccharomyces fajok) gyakori jelenlétét mutatta. A
penészek koziil a legtobb fajt a mazsolakbdl sikeriilt kimutatnom, Osszesen 11 kiilonb6zd
penészfajt. Osszességében elmondhatd, hogy az aszalt gyiimdlcsok konnyen szennyezddhetnek
baktériumokkal, mivel gyakran nyitott tarolokban arusitjak Oket, és a fogyasztas eldtt altaldban
nem esnek at tovabbi feldolgozasi 1épéseken, példaul mosason vagy hdkezelésen.



3.3  Kiegészito vizsgalatok a mikrobidta jellemzéséhez

Az aszalt gyiimolcsok pH-értéke gytimolestipusonként eltérd volt: az aszalt sargabarackok atlagos
pH-ja 4,21, az aszalt szilvaké 3,84, mig a mazsoldké 3,83 volt. Az aszalt sargabarackok pH-ja
szignifikansan eltért az aszalt szilva (Z = 2,0889, p = 0,0367, a. = 0,05) és a mazsola (Z =-3.81, p
=0.0001, a. = 0.05) mintak pH értékétdl. Gyiimdlcstipuson beliil az egyes mintak kézott jelentds
pH kiilonbségek mutatkoztak meg, amelyek befolydsoltdk a mikrobidlis szennyezettséget és
soksziniiséget. A nagyobb pH-ji mintdkban altaldban tobb baktérium- és penész fordult eld, mig a
kisebb pH-ju mintak csokkent mikrobalis diverzitast figyeltem meg.

A vizaktivitds (aw) értékek szintén eltéréek voltak a gylimolcstipusok kozott. Az aszalt
sargabarackok atlagos aw-értéke 0,64, az aszalt szilvaké 0,74, mig a mazsolaké 0,45 volt. Egyes
kis aw-értékli mintdkban ennek ellenére is tobb baktérium- és penészfaj volt kimutathat6, mig
bizonyos nagyobb ay-értékii mintak kisebb mikrobialis sokszinliség volt megfigyelhetd. Ez arra
utal, hogy mas tényezok, példaul a pH, a gylimdlcs feldolgozdsa, a csomagolds vagy a
gyimolcsben 1évé  antimikrobidlis  vegyiiletek  jelenléte szintén  befolyasoljak a
mikroorganizmusok tulélését az aszalvanyokban. Ezek az eredmények Osszhangban vannak
korabbi vizsgélatokkal, amelyek szerint a baktériumok savas és kis vizaktivitasu élelmiszerekben
is tulélhetnek, viszont tulélésiik szamos eld- és utdbetakaritasi tényezdtdl fiigg.

A cukorkoncentraciok az aszalt sargabarack-, aszalt szilva- és mazsola mintdk kozott is eltérést
mutattak, és altaldban kisebbek is voltak a szakirodalomban kozolt értékeknél. Ennek oka
valoszintileg a kisérletet megel6z6 hosszabb tarolasi id6. A 30 minta koziil csupan hét mintan
szerepelt tartositdszerre vonatkozo jeldlés, mas esetekben ez az informécio nem allt rendelkezésre.
A tartdsitdszer-tartalom mérése analitikai modszerekkel ebben a dolgozatban nem tortént meg,
ezért a tartdsitdészerek mikrobidtara gyakorolt hatdsara vonatkoz6 kovetkeztetések e korlattal
egylitt értelmezenddk. A tartdsitoszerrel kezelt mintdk mikrobidtéja eltért, de ezek a termékek nem
minden esetben mutattak csdkkent mikrobialis sokszinfiséget. Osszességében az adatok arra
utalnak, hogy a kén-dioxid bizonyos esetekben valoban gatolja a mikrobak szaporodasat.
Ugyanakkor a felhasznalt tartositoszer tipusa, a taroldsi koriilmények €s a feldolgozas moédja
egyarant jelentdsen befolyésolja az aszalt gylimo6lcsok mikrobiota-osszetételét.

3.4 A 16S rDNS amplikon szekvenalas (tenyésztés fiiggetlen elemzés)

A kereskedelmi forgalombol szdrmazd 30 aszalt gyiimoOlcsminta koziil Osszesen hét
baktériumnemzetséget (Bacillus, Priestia, Pantoea, Neobacillus, Tumebacillus, Cytobacillus,
Mesobacillus) azonositottam tenyésztéstdl fliggetlen modszerrel, melyhez a 16S rDNS amplikon
szekvenalas alkalmaztam. A leggyakrabban kimutatott nemzetség a Bacillus volt, amely
megegyezik a tenyésztés fiiggd modszer eredményeivel. A tenyésztés fliggetlen modszerrel
kimutatott valamennyi tovabbi nemzetség megjelent a tenyésztés fliggd vizsgalatok soran is,
kivéve a Neobacillus, Mesobacillus és Tumebacillus nemzetségeket. A Neobacillus két aszalt
sargabarack mintabol (7-es, 10-es minta) keriilt kimutatdsra. A Tumebacillus egy aszalt
sargabarackbol (10-es minta) és egy mazsola mintabol (23-as minta) volt azonosithato, mig a
Mesobacillus-t egy aszalt sargabarack mintabol (10-es minta) izolaltam. A mintdk eltérd
kornyezetbdl szarmaztak: a 7-es minta elére csomagolt termék volt, ezzel szemben a 10-es mintat
egy szabadtéri piacon vasaroltam, ahol a gylimdlcsoket részben nyitott taroléedényben tartottak,
melyek csak az elad6 szamdara voltak hozzaférhetdk. A 23-as minta szintén piacrdl szarmazott,
ahol a gyiimélcsoket nyitott taroloban tartottdk. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy e
nemzetségek egyes tagjai képesek toleralni az kis vizaktivitast és a nagy hdmérsékletet, melyek
olyan koriilmények, amelyek az aszaldsi folyamat soran is jelen vannak. Mivel ezen
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nemzetségekben folyamatosan ndvekszik az Gjonnan leirt fajok szama, egyre fontosabba valik a
megfeleld higiéniai gyakorlatok és az utokezelési Iépések betartdsa, kiillondsen annak fényében,
hogy a jovOben potencidlisan patogén torzsek is kialakulhatnak.

3.5 Besugarzas

Ebben a fejezetben a sugarkezelési kisérletek eredményei keriilnek bemutatasra, amelyek célja az
volt, hogy felmérjem a kiilonb6z6 kdzegekben alkalmazott sugarzas hatasat az E. coli torzsekre.

3.5.1 Az elektrongyorsito és gamma-sugdrzds osszehasonlitdsa

Ebben a kisérletben két sugarforras, az elektrongyorsito és a gamma-sugarzas osszehasonlitdsara
keriilt sor annak érdekében, hogy a tovabbi kisérletekhez megtalaljam a legalkalmasabb modszert.
Az E. coli D-értéke az elektrongyorsitoval torténd besugarzas esetén 0,20 kGy, a gamma-sugarzas
esetén pedig 0,21 kGy volt. Mivel mindkét eljards szinte azonos inaktivalasi hatékonysagot
mutatott, a késobbi kisérletek elvégzéséhez az elektrongyorsitot valasztottam. Ezek az eredmények
azt mutattak, hogy mindkét sugarkezelési mod az E. coli sejtszam 1 logaritmusnyi csokkenést
eredményezi az alkalmazott koriilmények kozott.

3.5.2 A torzsgyiijteménybol szarmazo E. coli torzs D-értékének meghatdarozdsa
elektrongyorsitoval végzett sugdarzds esetén

A torzsgylijteménybdl szarmazd E. coli torzs elektrongyorsitoval torténd besugarzdsa LB
taptalajban 0,24 kGy D-értéket eredményezett. A novekvd dozisok a taléld sejtek szamanak
csokkenéséhez vezettek, és 2 kGy dozisnal a baktériumpopulacié koriilbeliill 8 nagysagrenddel
csokkent. Ez azt jelzi, hogy az elektrongyorsitoval végzett kezelés rendkiviil hatékony az E. coli
inaktivalasdban ezen koriilmények kozott.

3.5.3 Az E. coli viselkedésének vizsgdlata aszalt gyiimélcsoket utinzo ozmotikus
kozegben gamma-sugdrzds hatdsdra

A gamma-sugarzassal végzett kisérletek kimutattak, hogy a torzsgylijteménybdl szarmazo E. coli
gliikoz biztositotta a legerdsebb véddhatast, kiilondsen 50 %-os koncentracidoban, mig a fruktdz €s
a szachar6z mérsekelt védelmet nyujtott nagyobb koncentraciok mellett. A kis cukorkoncentracid
(10 %) csak minimalis befolyast gyakorolt az E. coli D-értékére. Az eredményeim azt mutatjak,
hogy a nagy cukortartalmu kézegek (aszalt gyiimolesok) fokozott védelmet biztosithatnak ionizald
sugarzassal szemben. Ez kiemeli a vegyes cukortartalmu ¢€lelmiszermatrixok vizsgéalatanak
fontossagat a mikrobiologiai kockazatbecslés esetén.

D-értékének meghatarozdsa gamma-sugarzassal
Mind a torzsgylijteménybdl, mind a kis vizaktivitasu €élelmiszerbdl szarmazo E. coli torzs azonos,
0,31 kGy-es D-értéket mutatott LB taplevesben (kontroll) gamma-besugarzas esetén. A szilvat
imitalo taplevesben a D-értékek kissé megemelkedtek (0,34, illetve 0,36 kGy), ami mérsékelt
védohatasra utal a gamma-sugarzassal szemben. Bar ez a védelem nem volt jelentds mértéki, az

eredmények megerdsitik, hogy az élelmiszermatrix Osszetétele befolyasolja a baktériumok
sugarzassal szembeni toleranciajat.

3.6  Ozmotikus stressz modellezése
Az ozmotikus stresszel kapcsolatos vizsgalatokat azért végeztem, hogy a nagy
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sargabarack, aszalt szilva, mazsola) kornyezetéhez hasonldak, hogyan befolyasoljak az E. coli
¢letképességét és tenyészthetdségét. A kisérleteimben azt is vizsgaltam, hogy a mérsékelt
ozmotikus koriilményekhez torténd eldzetes alkalmazkodés modositja-e a baktériumok tulélését a
késobbi ozmotikus stressz soran.

3.6.1 Ozmotikus stressz elozetes adaptdcio nélkiil (életképesség és tenyésithetoség
vizsgdlat)

Az aszalt gylimolcsoket imitald tapkozegekben végzett kisérletek azt mutattak, hogy mindkét E.
coli torzs (torzsgylijteménybdl szadrmazd, kis vizaktivitasu élelmiszerbdl izolalt) megdrizte
¢letképességét, de elvesztette tenyészthetdségét, ami arra utal, hogy ozmotikus stressz hatasara
egy ¢letképes, de nem tenyésztheté (VBNC-szerti) allapotba keriilhettek. Mig a kontrollban (LB-
tapleves) stabil sejtszdm volt megfigyelhetd, mindkét E. coli torzs tenyészthetdsége 24—96 6ran
beliil lecsokkent a gylimolcsot utanzé kdzegekben. A hosszabb ideig eldadaptalt sejtek azonban
képesek voltak visszanyerni szaporodasi képességiiket tapanyagban gazdag (LB) kdzegbe torténd
atvitel utan, ami arra utal, hogy a tenyészthet6ség latszolagos elvesztése inkabb elnyujtott lag fazist
vagy metabolikus nyugalmi allapotot jelezhet, és nem feltétleniil valodi VBNC allapotot. Ezek az
eredmények azt sugalljdk, hogy az E. coli hagyomanyos tenyésztésen alapulé modszerekkel
kimutathatatlannd valhat az aszalt gylimolcsokben, de tipanyagban gazdag élelmiszerekben,
melyek esetében nem alkalmazunk tovabbi feldolgozasi 1épéseket, visszanyerhetik vegetativ
formajukat. Ilyen élelmiszer példaul az azonnal fogyaszthatd zabkésa (overnight oats) aszalt
gytimolcsokkel, amelyet véletleniil szobahdmérsékleten tarolnak hiités helyett. A szakirodalom
hasonld jelenséget ir le a Salmonella esetében is, amely VBNC dllapotba keriilt aszalt
gyiimolcsokon, noha tenyésztéses modszerekkel nem volt feléleszthetd (Jayeola et al., 2022). A
koérokozok VBNC allapota jelentds kihivast jelent az élelmiszerbiztonsagi monitorozas ¢és
kockazatbecslés szamara.

3.6.2 Ozmotikus stressz indukdldasa eldzetes adaptacioval

cyey

befolyasolta a késobbi ozmotikus stresszre adott valaszat az aszalt gylimolcsoket imitalod
taplevesekben. Az eredmények azt mutattdk, hogy az el6adaptalt sejtek tulélése javult, a kdzeg
tipusatol és a stresszhatés iddtartamatol fliggden. Az kis cukorkoncentracidhoz adaptalodott sejtek
esetében szignifikdnsan nagyobb sejtszam volt megfigyelhetd az aszalt szilvat imital6 taplevesben
4 ora utan (Z = 2,5067, p = 0,0122, a = 0,05), és a mazsolat imitalo taplevesben 24 6ra utan (Z =
2,0889, p=10,0367, a=0,05), mig az aszalt sdrgabarackot imital6 taplevesben mindkét idépontban
kovetkezetesen, de nem szignifikansan nagyobb sejtszdm volt megfigyelhetd. Az eredmények arra
utalnak, hogy mar egy rovid ideig tartd, mérsékelt ozmotikus kornyezethez toérténd adaptacid is
fokozhatja az E. coli perzisztencidjat a késobbi, egyébként mar gatldo cukorkoncentraciok mellett.
cukortartalmu élelmiszermatrixokban, az ozmotikus el6adaptaciot figyelembe kell venni a
mikrobiologiai kockazatok értékelésekor, mivel ez novelheti a korokozok fennmaradasanak
esélyét a hokezelés vagy mas mikrobaszam-csokkentd 1épések nélkiil fogyasztott élelmiszerekben.

3.7  Génexpresszios vizsgalat

Mindkét E. coli torzs (CC, FI) esetében fokozott osmC és talA génexpresszio volt megfigyelhetd
az elsd 30 percben, ami viszont 1 6randl mar le is csokkent. Ezt kdvetden az expresszios szintek
stabilizaloédtak. A harmadik vizsgalt gén, a tred, csak mérsékelt, &tmeneti ndvekedést mutatott 30
percnél. A mért génexpresszids szintek kdvetkezetesen kisebbek voltak az FI torzsben, ami arra
utal, hogy az élelmiszer-eredetli izolatum jobban alkalmazkodott a nagy ozmotikus nyomast
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kornyezetekhez. A 30 percnél megfigyelt expresszids cslcs a stresszvalasz mechanizmusok gyors
aktivalasaval magyarazhat6, amelyek stabilizaljak az E. coli sejthomeosztazisat a cukorban gazdag
kozegekbe torténd atkeriilést kovetden, mikdzben a hosszl tava adaptacids folyamatok elindulnak.
Ahogy a sejtek alkalmazkodnak az ozmotikus koriilményekhez, ezen gének expresszioja csokken.
Alternativ magyarazatként az is lehetséges, hogy a baktériumok hosszu tavu tulélésiikhoz
elsddlegesen nem ezekre a génekre tamaszkodnak.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A tenyésztés fliggd modszerrel, amelyben MALDI-TOF MS-t hasznaltam a telepek azonositasara,
0sszesen 20 kiilonb6zo baktériumnemzetséget sikeriilt kimutatnom a 30 aszalt gyiimolcsmintabol.
A harom leggyakrabban eléforduld nemzetség a Bacillus (21 mintaban), a Priestia (12 mintaban)
¢€s a Peribacillus (10 mintdban) volt. A legtobb izolatum altalaban kdrnyezeti mintakbol (fold, viz,
novények feliilete) keriil izolalasra, mint példaul a Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis,
B. pseudomycoides, B. mojavensis, B. thuringiensis, B. velezensis ¢s Curtobacterium
flaccumfaciens. Ugyanakkor potencidlisan patogén fajokat is azonositottam, tobbek kozott
Staphylococcus epidermidis-t, Pantoea agglomerans-t, Enterococcus mundtii-t, Micrococcus
luteus-t, Mixta calida-t és Priestia flexa-t. A Pantoea €s az Enterococcus nemzetség egyes tagjai
ezzel szemben kedvezd szerepet is betdlthetnek az ¢élelmiszerekben vagy az 0Okoldgiai
kornyezetben, ugyanis eldsegithetik a ndvények novekedésének, antimikrobidlis vegyiiletek
termelhetnek, vagy részt vehetnek a fermentacids folyamatokban. Ezek arra utalnak, hogy
egyarant viselkedhetnek opportunista korokozoként és hasznos mikroorganizmusként. A
tenyésztéstdl fiiggetlen 16S rDNS amplikon szekvendlds 29 mintaban mutatta ki a Bacillus
nemzetség jelenlétét, ami szélesebb lefedettséget jelez a tenyésztés fiiggd modszerhez képest.
Emellett még kimutattam olyan kornyezeti kontaminansokat is (Mesobacillus, Neobacillus,
Tumebacillus), amelyeket MALDI-TOF MS-sel nem lehetett azonositani. Ez arra utalhat, hogy az
aszalt gylimolcs mintak potenciadlisan VBNC sejteket is tartalmaztak. Az E. coli egyik modszerrel
sem volt kimutathatd. Korabbi tanulméanyokbol azonban ismert, hogy az E. coli képes tulélni kis
vizaktivitasu élelmiszerekben, illetve mar tobb jarvany is kothetd az ilyen termékekhez (Ntuli et
al., 2017; Abed, 2025). Amennyiben sikeriil kimutatnom az E. coli-t, az lehetdvé tette volna a
mintak mikrobiologiai biztonsadgdnak mélyebb értékelését ¢és a lehetséges utodfeldolgozasi
kontamindcios utvonalak feltardsat. Bar a baktérium nem volt detektalhatd, esetleges jelenléte a
VBNC éllapotban vagy akar kimutatasi hatar alatti mennyiségben nem zarhato ki, hiszen a nagy
eléfordulasi ardnyban 1évo fajok akar el is fedhették a jelenlétét, kiilonosen akkor, ha DNS-e
nagyon kis mennyiségben volt csak jelen. Osszességében a tenyésztés fiiggd modszer nagyobb
bakterialis diverzitast tart fel, mig a tenyésztéstdl fiiggetlen modszer kiegészitd informaciokat
szolgaltatott. Az eredmények hangsulyozzak, hogy a mikrobialis diverzitas teljes korti feltarasahoz
mindkét modszer egyiittes alkalmazdsa sziikséges. A penészek ¢€s é€leszték jelenlétét csak a
tenyésztés fliggd modszerrel vizsgaltam. Ezzel két élesztd fajt (Zygosaccharomyces rouxii és Z.
bailii) és 13 penészgomba fajt mutattam ki, mely Osszesen 9 nemzetségbe (Arthrinium,
Aspergillus, Alternaria, Neoscytalidium, Scopulariopsis, Microsporum, Cladosporium,
Penicillium ¢€s Rhizopus) tartozott. A patogén penészek (Aspergillus niger és Arthrinium
phaeospermum) jelenléte aggodalomra ad okot, mivel az 4. niger mikotoxinokat termel, és
mindkét faj opportunista emberi megbetegedésekkel is Osszefiiggésbe hozhat6. Ugyanakkor az A.
niger sz€les korben hasznalatos ipari kdrnyezetben enzimek eldallitasara. Fontos megjegyezni,
hogy az aszalt gyiimo6lcsdkben a gombas szennyezddés gyakran nagyobb kockazatot jelent, mint
a bakteridlis szennyezettség, mivel szamos penész képes mikotoxinokat termelni, amelyek a
feldolgozas €s tarolés soran is stabilak maradnak.

Az E. coli ozmotikus stressz alatti viselkedésének vizsgalatdhoz eltérd cukortartalmu, aszalt
gylimolesoket utdnzo (aszalt sargabarack, aszalt szilva, mazsola) tdpleveseket allitottam eld. Az
elsd cél annak meghatarozasa volt, hogy az E. coli képes-e tilélni ilyen ozmotikus koriilmények
kozott. Ez az E. coli szaporodasi képességeire iranyuld vizsgalat kimutatta, hogy az képes
szaporodni az aszalt szilvat imital6 kozegben 37 °C-on. A lag fazis azonban megnyult, és
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koriilbeliil 32 oraig tartott az FI torzs, illetve 85 ordig a CC torzs esetében, abban az esetben,
amikor az LB-ben eldadaptalt sejtek aszalt szilvat imitald kozegbe keriiltek. Tovabba egy masik
kisérletet is végeztem, amely azt szimulalta, hogy az E. coli kedvezétlen kornyezetbdl kedvezd
kornyezetbe keriilve képes-e visszanyerni szaporodasi képességét. Azoknal a sejteknél, amelyek
aszalt szilvat imitaldé kozegben adaptalodtak, majd tapanyagdis LB kozegbe keriiltek, sokkal
rovidebb lag fazis (~3 6ra az FI és ~6 ora a CC torzs esetében) volt megfigyelhetd, illetve az E.
coli visszanyerte szaporodasi képességét. Hétkoznapi példaval élve, hasonld helyzet allhat el
akkor, amikor az aszalt gylimolcsben jelen 1€vé E. coli joghurtba vagy tejjel/vizzel készitett
zabkasaba keriil.

A korabban leirt cukros tapleveseket alkalmaztam annak értékelésére, hogy az E. coli ozmotikus
stressz hatasara potencialisan VBNC-szerl allapotba kertilhet-e. A 96 6ras stresszt kovetden a
hagyomanyos modon vizsgalt tenyészthetdség jelentdsen csokkent mig a PMA-qPCR-rel mért
¢letképesség valtozatlan maradt, ami potencialis VBNC-szerii viselkedésre utal. Ugyanakkor a
tényleges ¢életképesség megerdsitésére €s a reszuszcitacios képesség vizsgalatara nem végeztem
kisérleteket a munkam sorédn, igy a VBNC-szerli sejtek jelenlétére még csak kovetkeztetni lehet.
Tovabbd, az aszalt szilvat imitalé kozegben 192 oran at eldadaptalt sejtek visszanyerték
szaporodasi képességiliket LB taplevesbe torténd atvitel utan, ami esetlegesen egy hosszabb lag
fazist jelezhet a valodi VBNC allapot helyett.

Az ozmotikus kornyezethez torténd eldadaptacid hatasat is vizsgaltam annak érdekében, hogy
megfigyeljem, ez hogyan befolyasolja az E. coli viselkedését nagy cukortartalmu kozegekben. A
mérsékelt ozmotikus stressznek (0,35 M gliikoz) 2,5 oran at kitett E. coli sejtek szignifikdnsan
nagyobb sejtszdmot mutattak az aszalt szilvat imitalé kdzegben 4 Ora stressz utdn a nem adaptalt
sejtekhez képest (Z =2,5067, p = 10,0122, a.= 0,05). Ez a kiilonbség azonban 24 6ra elteltével mar
nem volt szignifikans. A mazsolat imital6 kdzegben 24 6ra stressz utan az eléadaptalt sejtek
szignifikansan magasabb sejtszdmot mutattak a nem adaptalt sejtekhez képest (Z = 2,0889,
p=0,0367, a = 0,05). Az aszalt sargabarackot imitalé kozegben mind a 4, mind a 24 Oras
idopontban nagyobb sejtszamot mértem az eldadaptalt sejtek esetében, azonban ezek a
kiilonbségek nem voltak szignifikansak. Az aszalt sargabarackot imitald kézegben mind a 4, mind
a 24 oras idépontban nagyobb sejtszdmot mértem a nem eldadaptalt sejszamhoz képest, de ez nem
volt szignifikans. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy mar rovid el6adaptécio is javithatja az E.
sz¢éleskorli fogyasztasara €s az E. coli szaporodasi képességére nagy cukortartalmi kozegekben,
az ozmotikus eléadaptaciot érdemes figyelembe venni a mikrobioldgiai kockazatok értékelésekor,
mivel novelheti a korokozok fennmaradasanak esélyét az élelmiszerekben.

A génexpresszils vizsgalatok az aszalt szilvat imitald taplevesben gyors transzkripcios valaszokat
mutattak ozmotikus stresszre. Mindharom vizsgalt gén (osmC, talA, treA) expresszidja megndtt
30 percen beliil. A torzsgylijteménybdl szarmazod torzs és a kis vizaktivitasi élelmiszerbdl
szarmazo6 izolatum Osszehasonlitdsa azt mutatta, hogy az élelmiszer-eredetii torzs jobban toleralta
az ozmotikus stresszt. A 30 percnél mért expresszios csucs valdsziniileg az E. coli gyors
stresszvalasz-mechanizmusainak aktivalodasat jelzi, amelyek segitik a sejt homeosztdzisdnak
stabilizalasat. Ahogy a sejtek alkalmazkodnak, a génexpresszid visszaesik. Viszont az is
lehetséges, hogy az E. coli a hosszu tavu tuléléshez elsdsorban nem ezekre a génekre tdmaszkodik.

crer

tartalmaz6 taplevesekben, valamint aszalt szilvat imitalo taplevesben hatdroztam meg. A két
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E. coli torzs (CC, FI) vizsgélata azt mutatta, hogy a nagy cukorkoncentracio noveli az E. coli D-
értékét gamma sugarzassal szemben, ami véddhatasra utal. Ennek fontos kdvetkezményei vannak
az aszalt gyiimolcsok és mas nagy cukortartalmi termékek hatékony kezelési stratégidinak
kialakitasaban.

A fentiek alapjan az aldbbi javaslatokat teszem a jovobeli kutatasok szdmara:

e A mikrobidta jellemzéséének elvégzése nagyobb mintaszammal,

e A mintaelOkészitési protokollok optimalizadlasa a tenyésztés fiiggd- és fliggetlen
modszerekhez,

e A penészek azonositdsara altalanosan elterjedt 10kusz (Internal Transcribed Spacer,ITS)
régio6 szekvenalasa azok pontosabb azonositasahoz,

e PMA-qPCR alkalmazasa a tenyésztés fliggetlen mikrobidta-elemzés javitasahoz,

e 30 % gliikoztartalma agar hasznélata az ozmotolerans mikrobidta kimutatasahoz,

e Az ozmotikus modellek matrixhatasainak vizsgéalata (pH, antioxiddnsok) az aszalt
gyiimolcsok élethlibb utanzasahoz,

e VBNC indukcids kisérletek végzése tartds stresszhatas alatt (pl. 2 hét vagy tobb), valamint
reszuszcitacios 1€pés alkalmazasa és életképesség igazolasara iranyuld vizsgalatok elvégzése
a VBNC sejtek jelenlétének igazolasara,

o Kiilonb6zd eldadaptacios taplevesek alkalmazdsa mas gylimdlcsok modellezésére,

e Gyakoribb mintavételi 1d6kozok az els6 30 perc génexpresszids valtozasainak
feltérképezésére (pl. 5 percenként),

e Szélesebb génkészlet vizsgalata az E. coli transzkriptomikai elemzéséhez,

e A gamma-sugarzas génexpressziora gyakorolt hatdsanak vizsgélata ozmotikus stressz alatt,

e Annak vizsgalata, hogy a gamma-sugarzas kivaltja-e a VBNC éallapotot E. coli-ban,

e A szaporodasi és stresszkisérletek szobahdmérsékleten torténd elvégzése a haztartasi tarolasi
kortilmények pontosabb modellezéséhez.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Ez az els0 olyan vizsgalat, amely a Magyarorszdgon és Ausztridban kereskedelmi
forgalomban kaphaté aszalt gylimolcsok (aszalt sargabarack, aszalt szilva, mazsola)

rrrrr

fiiggetlen (16S rDNS amplikon szekvenalds) modszerekkel jellemezte.

A tenyésztés fiiggd megkozelités soran tobb baktérium- €s penészgomba fajt sikeriilt
azonositanom, koztiik a Pantoea agglomerans, Enterococcus mundtii, Mixta calida,
Priestia flexa, Aspergillus niger €s Arthrinium phaeospermum fajokat, mig a
tenyésztéstol fliggetlen modszer kimutatta a Mesobacillus, Neobacillus ¢€s
Tumebacillus nemzetségek jelenlétét is. A detektalt fajok koziil néhany, példaul a
Pantoea agglomerans, az Enterococcus mundtii és az Aspergillus niger opportunista
patogénkeént is ismert, ami potencialis élelmiszerbiztonsagi kockazatot jelenthet az
aszalt gylimolcsok esetében.

A bakteridlis valtozatossag a mazsoldban és az aszalt sargabarackban joval nagyobb
volt, mint az aszalt szilvaban (4tlagosan 3,36 nemzetség/minta a mazsoldban, 2,70 az
aszalt sargabarackban ¢s 1,62 az aszalt szilvdban). Ennek héatterében feltehetden az
aszalt szilva polifenol- és antioxidans-tartalmanak mikrobagétl6 hatasa all.

A mazsolaban fordult el a legtobb egyedileg azonositott baktérium nemzetség
(Pseudomonas, Mixta, Curtobacterium, Kocuria, Niallia, Alkalihalobacillus,
Ureibacillus és Metabacillus), ami jol mutatja a gylimolcshéz koétddo, sajatos
mikrobidlis kozosségek jelenlétét.

A MALDI-TOF MS ¢és a 16S rDNS amplikon szekvenalas egylittes alkalmazésa
lehetdvé tette mind a tenyészthetd, mind az alacsony eléforduldst taxonok
kimutatdsat, ravilagitva arra, hogy a kis vizaktivitdsu élelmiszerek mikrobiologiai
vizsgalatanal kiemelten fontos tobb modszer kombinalt alkalmazéasa (Dob¢ et al.,
2025).

2. Els6ként sikertilt kimutatni, hogy a 0,35 M gliikozt tartalmazé kozeghez valé eléadaptacio
befolyasolja az E. coli torzsek szaporodasi képességét.

Mind a torzsgyljteménybdl szarmazdé (ATCC B.02031, CC), mind egy kis
vizaktivitasu €lelmiszerbdl (hajdinaliszt) szdrmaz6 izolatum (FI torzs) képes volt
szaporodni 0,35 M gliikozt tartalmazd ozmotikus kdzegben, valamint aszalt szilvat
imitalo taplevesben (LB kiegészitve 25,5 g/100 g gliikozzal, 12,4 g/100 g fruktdzzal
és 0,15 g/100 g szachardzzal). Tovabba az aszalt szilvat imitalo taplevesben 192
orat stresszelt sejtek visszanyerték szaporodasi képességiiket LB taplevesbe torténd
atvitel utan, ami a reszuszcitacid lehetdségére utal.

A 0,35 M gliikkdzhoz val6 eléadaptacio fokozta az E. coli (ATCC B.02031, CC)
tulélését az aszalt gyiimolcsoket imitald taplevesekben. Az eldadaptalt sejtek szdma
szignifikdnsan nagyobb volt a nem adaptalt mintdkhoz képest az aszalt szilvat
imitalo taplevesben 4 6ra utan (Z = 2,5067, p = 0,0122, a = 0,05), valamint a
mazsolat imitald taplevesben 24 6ra utan (Z = 2,0889, p = 0,0367, o= 0,05).

3. A kiilonb6zd cukorkoncentracidknak valo kitettség, amelyek megfelelnek az aszalt
sargabarackban, aszalt szilvdban és mazsolaban talalhato értékeknek, egy 96 6ras periddust
kovetden mind a torzsgyljteményi térzsben (ATCC B.02031, CC), mind az kis
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vizaktivitasu ¢€lelmiszerbdl szarmazo izolatumban (hajdinaliszt, FI) VBNC-szerl
(életképes, de nem tenyészthetd) allapotot idézhetett eld. Ez az els6 bizonyiték arra, hogy
az aszalt gyiimolcsokre jellemz6 koriilmények VBNC-szerl viselkedést valthatnak ki E.
coli esetében. A VBNC-szeri allapot lehetséges fennallasara a PMA-qPCR-alapu
¢letképességi vizsgalatok eredményei €s a tenyésztéses modszerrel (lemezontés) kapott
eredmények kozotti kiillonbség alapjan kovetkeztethetiink. A két megkdzelités kdzott mért
szignifikans kiilonbségek az aszalt gyiimdlcsoket utanzo kozegekben 24 és 96 ora kdzott
(E. coli CC torzs: Z=-2,95,p =0,0031; E. coli FI torzs: Z =-2,16, p = 0,0304; a. = 0,05)
olyan metabolikusan aktiv sejteket jeleznek, amelyek a vizsgalt koriilmények kozott nem
voltak tenyészthetdk.

. A génexpresszios vizsgalatok kimutattdk, hogy harom ozmotikus stresszhez kapcsolodo
gén (osmC, talA, treA) expresszidja 30 perccel az ozmotikus stressz megkezdése utan
hirtelen megnétt mindkét E. coli térzsben (ATCC B.02031,CC; hajdinalisztbdl izolalt, FI)
az aszalt szilvat imitalo taplevesben. Az élelmiszer-eredetli (FI) torzs nagyobb ellenallast
mutatott az ozmotikus stresszel szemben, ami feltehetden annak koszonhetd, hogy egy
alacsony vizaktivitasu kdrnyezetbdl (hajdinalisztbdl) szarmazik.

. Elsoéként sikeriilt igazolni, hogy a nagy ozmotikus nyomasu koézegek, melyek jelentds
koncentracioban tartalmaznak gliikozt (30 %, 50 %), fruktozt (30 %, 50 %) vagy szachardzt
(50 %), védohatast fejtenek ki az E. coli torzsgyijteményébdl szarmazo (ATCC B.02031,
CC torzs) torzsére gamma-sugarzas alatt. A D-érték nétt a kontrollhoz képest:

o ¢liikoz esetében 0,32 kGy-rdl 0,41 kGy-re és 0,74 kGy-re (30 %, ill. 50 %),
o fruktoz esetében 0,33 kGy-rél 0,41 kGy-re és 0,43 kGy-re (30 %, ill. 50 %),
e mig szacharoz esetében 0,32 kGy-rdl 0,42 kGy-re (50 %).

A legerdsebb véddhatast az 50 % gliikoz biztositotta.

Az aszalt szilvat imitalo tapleves szintén védohatast (mérsékelt) biztositott mind a
torzsgyljteménybdl szarmazd (ATCC B.02031), mind pedig a kis vizaktivitasu
¢élelmiszerbdl izolalt (hajdinaliszt) E. coli térzs esetében, hiszen a D-érték 0,31 kGy-rdl
0,34 kGy-re (torzsgyljteményi torzs), illetve 0,36 kGy-re (hajdinalisztbdl izolalt torzs)
emelkedett.
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