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A hutve tarolt ponty (Cyprinus carpio)
romlasaban szerepet jatszo bakteriumok
azonositasanak modszertani
tapasztalatai
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Temafelvetés

« Az akvakultura Magyarorszagon is ndvekvo jelentoségu agrar-
agazat

« A ponty (Cyprinus carpio), a hazai halgazdasagok egyik
kulcsfaja
 Cél:
« kivald minoséqgu, biztonsagos, jol tarolhato haltermek eldallitasa
 Feladatok:

A romlasi folyamatokban szerepet jatszo mikroorganizmusok
megismerése

 TarolhatOsag noveléseét célzd beavatkozasok eldkészitése

¥

 Gyors és hatékony identifikacios megoldasok keresése



Terlilet es modszer

» Jelenleg kozel 300 ha-on tGzemeld halasto

« Mintavetel és vizsgalat a halasto, a feldolgozas
és a tarolas teljes folyamataban S——

« vizsgalati idoszak: 2018. majus-julius Q f".fj":e,a;smm S

« Megismeételt tarolasi kisérlet
» vizsgalati idoszak: 2018. oktober-november

Akvakultura Lehalaszas Ideiglenes
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Ponty tarolasi kisérlet — mikroba
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Tenyésztéses modszerek

k vakuum
nincs vakuum

6-8°C
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+ biokémiai tesztek

Tenyésztés+ 16S rDNS
szekvenalas

MALDI-TOF MS

Amplikonszekvenalas

Olcso
Nem igényel specialis
eszkozoket

Erzékeny
Pontos

Gyors

Megbizhato

BAvithetd

Kevésbé draga, mint a
molekularis és
immunologiai
vizsgalatok

A nem tenyészthet6
mikroszervezeteket is
Hlatja”
Nagyfelbontasu, pontos

|d6igényes (24-72h)

Csak tenyészthet6
mikroszervezetek

Téves identifikacio esélye nagy

Csak tenyészthet6
mikroszervezetek
IdGigényes (tenyésztés + 48-72h)

Nagy beruhazasi igény

A valasztott tenyésztéses
mikrobiologiai modszer
behatarolja a lehetdségeket
A konyvtarban nem szerepl6
fajokat ,,nem latja”

Draga

Képzett laboratériumi
személyzet és szoftveres hattér
sziikséges

Id6igényes adatelemzés

Nincs a ,,kezlinkben” az adott
torzs

/7 Ay A\

!



A valasztott mikroba-identifikacios modszerek
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2,00 > ,Score érték” > 1,70 ,Score érték” < 1,70 ,Score érték” > 2,00
azonositott faj (genus) az azonositas megbizhatdsaga azonositott mikroorganizmus
nem meefelel6

Forras: Lovasz és Szigeti, 2015; Wessling Kft.
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Relativ T-RF gyakorisag

A tarolt ponty diverzitasanak valtozasa a tarolas
folyamataban T-RFLP alapjan
(elozetes vizsgalati eredmeéenyek)
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2°C vakuum
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® Pseudomonas

® Acinetobacter

® Brochothrix

m Psychrobacter

= Shewanella

® Janthinobacterium
Chryseobacterium
Micrococcaceae

= Arthrobacter

= Rhodococcus

m Egyéb

m Carnobacterium

® Rahnella

m Vagococcus

® Pantoea

= Aeromonas

® Enterobacteriaceae

m Sanguibacter
Burkholderiaceae

m Lactococcus

= Photobacterium

m Cetobacterium

CFU/mi

Osszes élosejtszam valtozasa
a ponty tarolasi folyamataban
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A vakuumcsomagolas
egyértelmuen befolyasolja az —
dsszes élosejtszamot, a :
dominans nemzetségek
Osszetetelét és részaranyat a
mikrobialis kozdsségben

A tarolasi hémérséklet hatasa #
kisebb. Kivétel: Aeromonas
nemzetség (magasabb
homérsekleten jobban
toleralja a
vakuumcsomagolast)
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A vizsgalt halterméek romlasaban szerepet jatszo6
fobb nemzetségek

Vakuumcsomagolas nélkil (homeérséklettol fliggetlendl):
Pseudomonas > Acinetobacter >| Brochoz‘hrixﬁ Psychrobacter > Shewanella

Vakuumcsomagolassal 2°C-on
Shewanella p Vagococcus I> Brochoz‘rhix{ Carnobacterium > Aeromonas > Pseudomonas > Photobacterium

Vakuumcsomagolassal 6°C-on

Aeromonas|> I/agococcu5|> Brochothr/'xi» Shewanella > Photobacterium >Rahnella > Carnobacterium > Lactococcus g




Dominans fajok (amplikonszekvenalas) &5
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® Pseudomonas syringae v
congelans v cerasi v
ficuserectae

m Acinetobacter harbinensis

m Brochothrix
thermosphacta

m Pseudomonas
azotoformans v lactis v
paralactis

m Psychrobacter cibarius

B Acinetobacter celticus
m Janthinobacterium
lividum v svalbardensis

m Shewanella baltica

® Arthrobacter pascens v
oryzae v nitrophenolicus
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m Vagococcus fluvialis v fessus

B Shewanella baltica

m Brochothrix thermosphacta ‘

® Carnobacterium maltaromaticum
m Aeromonas sobria

® Pseudomonas syringae v
congelans v cerasi v ficuserectae

B Photobacterium carnosum v
iliopiscarium v kishitanii

m Rouxiella chamberiensis v
Rahnella inusitata

B Pseudomonas azotoformans v
lactis v paralactis

m Psychrobacter cibarius
m Shewanella glacialipiscicola
m Acinetobacter harbinensis

® Janthinobacterium lividum v
svalbardensis

m Enterobacter soli v Kluyvera
cryocrescens

m Lactococcus piscium



A haltermék romlasaban feltehetoen szerepet
jatszo, eddig nem azonositott fajok

Brochothrix thermosphacta

« gram+, fakultativ anaerob, pszichtrotrof, élelmiszerek romlasaban
kozremUkoddo baktérium

« alkalmazkodik a vakuumcsomagolas korilményeihez (Kilcher et al.,
2010)

« nemkivanatos, illékony komponenseket termel, mint az acetoin,
diacetil, tejsav és etanol

« ponty esetében még nem irtak le romlast okoz6 agensként
(laposhal)

Vagococcus fluvialis

« gram+, motilis coccus, tejsavbaktérium, el0szor baromfitragyabdl es
folyok vizébol izolaltak (Hashimoto et al., 1974, 1979)

« probiotikus hatasat igazoltak aranydurbincs és farkasstigér esetében
(Roman et al., 2012)

« acetoin termelésre képes
« haltermék romlasaban jatszott szerepét még nem irtak le




MALDI-TOF MS és 16S rDNS
identifikacio osszevetese

. A MALDI-TOF MS identifikacié direkt mintafelvitellel =

65,8%-ban volt sikeres, 1,70 feletti score értékkel
(hibalehetdség: direkt felvitel?) ;:

» A 16S rDNS szekvenalason alapulé identifikacio 85,4%-ban =% _
volt sikeres (hibalehetoség: kevert szekvencia, nincs termeék, i
rovid szekvencia)

A 16S alapu identifikaciohoz képest a MALDI-TOF MS
megfeleld score érték (>2,00) esetén

 65,8%-ban faj szinten egyezé

« 31,6%-ban genus szinten egyezé

« 2,6%-ban ellentmondasos eredményt ad.



Mennyit ,lat” az amplikonszekvenalassal azonositott B==rss

fajokbol a tenyészteses mikrobiologia?

A tenyésztéses mikrobiologiabol kiindulo
identifikacios modszerek

« szamos, kisebb jelentosegli nemzetség es
faj azonositasahoz vezettek
(Chryseobacterium, Rhodococcus,
Pantoea)

« egyes dominans nemzetsegek
egybehangzoan nem kerlltek
segitségiikkel kimutatasra (Vagococcus,
Carnobacterium, Photobacterium,
Psychrobacter)

Feltételezett ok:

A kiindulasi tenyésztéses vizsgalatok nem
fedtek le a dominans mikroszervezetek
fiziologiai igenyeit (taptalajvalasztas,
inkubacios homerseklet)

Vakuumcsomagolas nélkdil

Pseudomonas syringae filogenetikai csoport (11 faj)
Acinetobacter harbinensis

Brochothrix thermosphacta

Pseudomonas azotoformans/lactis/paralactis

Psychrobacter cibarius

Vakuumcsomagoléassal
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Vagococcus fluvialis/fessus

Shewanella baltica

Brochothrix thermosphacta

Carnobacterium maltaromaticum

Aeromonas sobria

Pseudomonas syringae filogenetikai csoport (11 faj)

Photobacterium carnosum/iliopiscarium/kishitanii



Amiért mégis érdemes
tenyészteses mikrobiologiat (is)

valasztani...

» Jelenleg 248 torzset szamlald, unikalis torzsgyujtemeny
cerult kialakitasra a projekt keretében

« Harom, a Chryseobacterium nemzetségbe tartozo,
oontytermékradl izolalt torzs uj faj kandidans (<98%
alatti 16S rDNS homologia)

« Az izolatumok felhasznalasaval

« beazonosithatdok pontytermék romlasaban, organoleptikus
paramétereinek megvaltozasaban szerepet jatszé vegyuletek

« celzott kezelések, beavatkozasok tesztelésere nyilik lehetoseg

« meghatarozhatok egyes élelmiszerbiztonsagi és
kornyezetegészségugyi szempontbdl fontos tulajdonsagok (pl.
antibiotikum rezisztencia)




Tovabbi feladatok I.

» Célzott tenyésztéses eljarasokkal izolalni az

amplikonszekvenalas alapjan dominans, de még nem
kitenyésztett mikroszervezeteket (Vagococcus,
Photobacterium fajok)

» Feltarni a mar azonositott fajok szerepét a
pontytermék romlasi folyamataban

 Kezelési lehetdségek vizsgalata célzott laboratoriumi
tesztekkel

* A ponty teljes termékpalyajanak végig kdvetése a
mikrobiologiai allapot javitasat célzé beavatkozasi
pontok feltarasa erdekéeben




Tovabbi feladatok Il.

« A MALDI-TOF MS modszer kdrnyezet- és élelmiszer-
mikrobiologia felhasznalhatosaganak elosegitése
« Mas mintafelviteli modszerek alkalmazasaval, tesztelésevel
« A MALDI-TOF kényvtar bovitése uj, kornyezet- és
élelmiszer-mikrobioldgiai szempontbdl jelentds fajokkal
(pl. Pseudomonas psychrophila)




Koszonom a figyelmet!

A kutatobmunka az ,Uj kockazatkezelési
@ modellrendszer  fejlesztése a  viz-  és

élelmiszerbiztonsag novelése érdekében a
L\“PP‘QFSL\ haltermékvonalon” NVKP 16-1-2016-0023
projekt keretében valosult meg.

LNM .A tanulmany alapjaul szolgaldé kutatast az
o EMberei  Eréforrasok  Minisztériuma  altal
meghirdetett Felsooktatasi Intézmeényi Kivaldsagi
Program (1783-3/2018/FEKUTSTRAT) tamogatta,
a Szent Istvan Egyetem vizzel kapcsolatos

kutatasok tématertileti programja keretében.”

== WESSLING Koszonet a  Wessling Hungary Kft.
Quality of Life munkatarsainak a MALDI-TOF MS vizsgalatokban

nyujtott segitsegukert.
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