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1. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalataink célja olyan in vitro médszerek értékelése volt, amelyekkel egyszeriien és
hatékonyan lehet feltételezetten probiotikus baktériumtérzseket szelektalni. A széba
joheto eljarasok koziil a kovetkezoket teszteltiik: szelektiv taptalajon valé tenyésztés,
Gram-festés, katalaz-préba, hemolizis-, klonalitas-, aggregacios képesség-,
gyomorsavtlirés- és epesavtlirés-vizsgalat. Kisérleteinkbe Erdélyben eléallitott nyers
juhtej-, aludttej- és juhsajt-mintakbdl izolalt, 6sszesen 217 db baktériumtorzset
vontunk be. A hemolizalé és a probiotikumokra nem jellemzé Gram-negativ, valamint
katalaz-pozitiv fenotipust mutaté izolatumokat kizartuk a vizsgalatokbol. Az egyed
szintlii polimorfizmusok feltarasara alkalmas RAPD-PCR vizsgalatok eredményei
alapjan oOsszesen 34 klénosztalyt és 57 egyedi RAPD mintazattal rendelkez6
torzset kiilonboztettliink meg. Az igy lesziikitett 34 klonosztalybdl egy-egy torzset
kivalasztottunk, majd teszteltilk azok aggregaciéos képességét, tovabba sav-, és
epesav-tirését. Osszesen hat izolatumnal mértiik a probiotikus térzsekre jellemzéen
magas, 70% feletti aggregacios értéket. A savval vagy epesavval kiegészitett szilard
taptalaj feliiletén végzett jelenlét-hiany vizsgalatok soran sikeriilt tébb, kimondottan
sav- és epesav-tiiré torzset is szelektalnunk. Eredményeink alapjan kivalasztottuk
a tovabbi tesztekbe - pl. antibiotikum-rezisztencia és antimikrobialis aktivitas
vizsgalatokba - bevonandé izolatumokat.
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2. Bevezetés

A probiotikumok él6 mikroorganizmusok, amelyek megfelel6 mennyiségben alkalmazva jotékonyan
befolyasoljak a gazdaszervezet egészségét [1, 2]. Szamos feltételnek kell eleget tennilk ahhoz, hogy a
probiotikus jelzét viselhessék. Egyebek mellett fokozott tlir6képességgel sziikséges rendelkeznilik a kiilénféle
testfolyadékokkal (gyomorsav, epesavak, emésztéenzimek) szemben és adhézidés képességik révén, a
bélhamszoévet sejtjeihez kétddve stabilizalniuk kell a bélmikrobiotat [3].

Az egészségre jotékony hatast kifejtd probiotikus termékek irant vilagszerte névekvd igény mutatkozik, legyen
sz6 akar human taplalkozasrol akar haszonallatok takarmanyozasarol. Az Eurdpai Unio 2006-t4! betiltotta az
antibiotikumok hozamfokozé célbdl t6rténd alkalmazasat [4], ezt kdvetben kerliltek még inkabb a figyelem
kézéppontjaba a probiotikumok.

Evrél-évre nagyszamu baktériumtérzset izolalnak azzal a céllal, hogy egészségre gyakorolt elényds hatasaikat
kiaknazzak. A komplex és kdltséges allatkisérleteket meg kell eléznie egy in vitro vizsgalatokbdl all6 szelekcids
rendszernek, amellyel egyszerlien, gyorsan és koltséghatékonyan kivalaszthatdék azok a térzsek — a tébb
szaz vagy akar tobb ezer izolatum kozil —, amelyek remélhetdleg probiotikusnak bizonyulnak majd az in vivo
kisérletek soran [5, 6, 7].

Az elmondottak alapjan, munkank célja olyan in vitro mérési modszerek kidolgozasa és értékelése volt,
amelyekkel gyorsan és hatékonyan lehet baktériumtdrzsek klasszikus mikrobioldgiai jellemzéit, klonalitasat,
aggregacios képességét, valamint gyomorsavval és epesavval szembeni ellendllésagat vizsgalni. Arra a
kérdésre kerestik a valaszt, hogy az altalunk vizsgalt nagyszamu izolatum kozoétt talalhatok-e kidénok és
potencidlisan elényds (akar probiotikus) tulajdonsagokkal rendelkezd t6rzsek, melyeket érdemes tovabbi
in vitro vizsgalatokba bevonni. Azt is vizsgaltuk, hogy a tesztrendszer j6l m(ikédik-e, avagy az egyes
Iépéseket esetleg szlikséges optimalizalni, tovabba, hogy milyen sav- és epesav-koncentraciokat képesek
az egyes torzsek toleralni, ill. az aggregacio-vizsgalat, a sav- és epesav-tlrés eredményei kdz6tt van-e
barmiféle 6sszefiiggés. Ennek megfelel6en, az in vitro tesztek kdzil az alabbi vizsgalati médszerekkel kapott
eredményeket mutatjuk be kézleményiinkben:

o Klasszikus mikrobiolégiai vizsgalatok (szelektiv taptalajon torténé tenyésztés és telepmorfoldgia
megallapitasa, Gram-festés és azt kdveté mikroszkdpos vizsgalat, kataldaz-préba, hemolizis-vizsgalat)

o Kilonalitédsvizsgalat RAPD-PCR modszerrel

e Autoaggregacio-vizsgalat

e Savval vagy epesavval kiegészitett szilard taptalaj fellletén végzett jelenlét-hiany vizsgalat
3. Anyagok és médszerek

3.1. Bakteriumtorzsek izolalasa, tenyésztése, tartositasa és tarolasa

Vizsgalatainkat Erdélyben eléallitott nyers juhtej-, aludttej- és juhsajt-mintakbdl izolalt baktériumtdrzsekkel
végeztlik. A termékek természetes mikrobiotaval rendelkeztek, gyartasukhoz nem hasznaltak fel kereskedelmi
forgalombol szarmazd starterkulturakat. A sajtok eléallitdsahoz borjugyomorbdl készitettek oltét a juhaszok.
A cél olyan, nagyhatékonysagu probiotikus torzsek izolalasa volt, amelyek késébb felhasznalhatok lesznek
probiotikus termékek fejlesztéséhez. A 217 db izolatum és a kontroll torzsek felélesztése, ill. tenyésztése az
1. tablazatban kdzolt paraméterek szerint tortént.

1. tablazat. A kisérletekbe bevont sajat izolalasu és kontroll baktériumtérzsek felélesztésének
és tenyésztésének korilményei

Torzs Tapleves Taptalaj k!i?l'(urrgzlna;;k

Lactobacillus acidophilus ATCC _ _ 37 °C, 72 ¢ra,
4356 MRS leves (pH = 6,2) MRS agar (pH = 6,2) anaerob
Lactobacillus acidophilus o .

MRS leves (pH = 6,2) MRS agar (pH = 6,2) 2;83’0;2 ora,
LA-5
Staphylococcus aureus subsp. o .
aureus ATCC 49775 CASO leves CASO agar 37 °C, 24 6ra, aerob
E1-E92 izolatumok MRS leves (pH = 6,2) MRS—CC agar 37°C, [20ra,
E93-E217 izolatumok MRS leves (pH = 5,4) MRS agar (pH = 5,4) 2Z aecrbf ora,

“Clindamycinnel és ciprofloxacinnal kiegészitett De Man-Rogosa-Sharpe agar
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Az izolatumok tartdsitasa és tarolasa glicerines térzsoldatban tértént. 3 ml taplevesbe belemostunk egy
oltokaccsal, MRS-CC agar, ill. MRS pH 5,4 agar felliletérdl levett torzset, majd inkubaltuk a torzs igényeinek
megfeleléen. A felszaporitott tenyészetbdl krio (fagyasztd) csébe adagoltunk 300 pl-t, 900 pl 60%-o0s
glicerinoldatot adtunk hozza, vortexeltiik és cseppfolyds nitrogénben fagyasztottuk kb. 30 mp-ig. A tarolas
-80 °C-on tortént, ultramély-fagyasztdban.

3.2. A szelektiv tenyésztés koriilményei, tapkdzegei és elkészitésiik
3.2.1. Fiziologias sdoldat

A decimalis higitasi sor elééllitdsahoz hasznalt higitéfolyadékhoz 8,5 g NaCl-ot és 1 g triptont mértiink
be, majd 1 L desztillalt vizben feloldottuk. A kémcsdvekbe 9,3 ml-t adagoltunk, majd 121 °C-on 15 percig
autoklavban sterileztik.

3.2.2. Foszfat-puffer (PBS) oldat

Egy liter desztillalt vizhez analitikai mérlegen mértiik be az alabbi anyagokat: 80 g natrium-kloridot, 2 g kalium-
kloridot, 14,4 g dinatrium-hidrogén-foszfat-12-hidratot és 2,4 g kalium-dihidrogén-foszfatot. Magneses
keverdvel segitettiik az olddédast, majd, amikor az oldat szemcsementessé valt, 121 °C-on, 15 percen at
autoklavban sterileztik. Az igy elkészilt oldat tizszeres téménységl PBS-nek felelt meg, vagyis a tovabbi
felhasznalashoz higitani kellett az aldbbiak szerint: 900 ml desztillalt vizhez adunk 100 ml 10 x PBS oldatot.
Megfelel6 elegyitést kdvetéen hasznalatra kész volt az 1 x PBS oldat.

3.2.3. De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar és leves (pH = 6,2)

Kereskedelmi forgalomban kaphaté MRS levesbdl (VWR, Radnor, PA, USA), ill. MRS agarbdl (VWR) a gyarté
altal ajanlott mennyiséget analitikai pontossaggal bemértiik, majd desztillalt vizben feloldottuk, magneses
keverével oldédasig kevertettiik. A kivant pH-értéket (6,2 + 0,2) 1 M HCl-oldattal allitottuk be. Ezt kovetéen a
tapkozegeket autoklavban, 121°C-on, 15 percig sterileztik.

3.2.4. MRS agar (pH = 5,4)

Az MRS agart (VWR) a gyart6 utasitasait kdvetve el6készitettik, majd a pH-értékét 1 M HCl-oldattal beallitottuk
5,4-re, végul autoklavban sterileztiik standard paraméterek mellett (121 °C, 15 perc).

3.2.5. Clindamycinnel és ciprofloxacinnal kiegészitett MRS agar (MRS—-CC)

Az MRS-CC agar az alap MRS agaron kivil két, autoklavban nem sterilezhetd antibiotikum-torzsoldatot is
tartalmazott. Az egyik torzsoldat elkészitéséhez 10 ml desztillalt vizben 2,0 mg clindamycin-hydrocloridot
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), a masikhoz pedig 10 ml mennyiségl desztillalt vizben 20,0 mg
ciprofloxacin-hydrocloridot (Sigma Aldrich) oldottunk fel. Ezutan 0,22 pm pérusatmérdjli membranszirén
(Millipore, Burlington, MA, USA) atszlrtik az antibiotikum-térzsoldatokat steril, csavaros kupakkal ellatott
Erlenmeyer lombikokba. A 45 °C-ra leh(it6tt MRS agarhoz aszeptikus kortlmények kdz6tt 0,1 ml clindamycin-
és 1,0 ml ciprofloxacin-térzsoldatot adtunk steril, egyszer hasznalatos pipettaval (Greiner Bio-One Hungary,
Mosonmagyarévar, Magyarorszag). Igy a clindamycin végleges koncentracidja az alap MRS agarban
0,1 mg/l, a ciprofloxaciné pedig 10,0 mg/I lett.

3.2.6. CASO agar

A CASO-agart (VWR) és CASO-levest (VWR) a gyarto utasitasait kdvetve készitettik el. A sterilezés standard
paraméterek mellett, 121 °C-on 15 percig, autoklavban tortént.

3.2.7. Anaerob tenyésztés

Az anaerob koérllményeket a kdvetkez8képpen biztositottuk a vizsgalatok soran: AnaeroPack Rectangular
tégelyben (Merck, Darmstadt, Németorszag), GENbox anaer anaerob sé (bioMériux, Marcy-I'Etoile,
Franciaorszag) hozzaadasaval inkubaltuk az agarlemezeket. Az anaerob korllmények fennallasardl a
Microbiologic Aerotest indikator (Merck) fehérrél kék szinre vald valtozasa adott tajékoztatast.

3.3. Klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok
3.3.1. Telepmorfoldgia vizsgalata

A felélesztett torzsek makromorfoldgiai jellemzéit feliegyeztiik. Megfigyeltiik tdbbek kozott a telepek méretét,
szinét, fellleti tulajdonsagait (fényes, matt) és a telepek szélének kialakitasat (szabalyos, szabdlytalan,
csipkézett).
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3.3.2. Gram-festés

Zsirtalanitott targylemezre egy csepp desztillalt vizet cseppentettiink, amiben egy szoliter telepet
elszuszpendaltunk. A megszaradt kenetet 2 percig kristalyibolya oldattal festettlik, majd 1 percig lugol-
oldattal kezeltlik. Ezt kdvetdéen desztillalt vizzel dblitettiik, majd fél percig dekolorizalé oldattal kezeltlk a
mintat, amely a Gram-negativ sejtekbdl kivonta a festéket a Gram-pozitivokbdl viszont nem. Ismét desztillalt
vizes Oblités kévetkezett, majd szafraninnal kontrasztfestést végeztliink 1 percen keresztiil. Azutan desztillalt
vizes Oblités kovetkezett és hagytuk megszaradni a keneteket, melyeket fénymikroszképpal (Axio Scope,
Carl Zeiss, Oberkochen, Németorszag), kiilénbdzé nagyitasokban vizsgaltunk meg. A Gram-festés elvégzése
azért fontos, mert a potencialis probiotikus tulajdonsagokkal bird tejsavbaktérium térzsek a Gram-pozitiv
mikrobak kozé tartoznak.

3.3.3. Katalaz-proba

Vannak kataladz enzimet termelé mikroorganizmusok, amelyek a mérgez6 hatasu hidrogén-peroxidot vizre és
oxigénre képesek bontani (2 H,0,=2 H,0 + O,). Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk izolatumaink
katalaz-termelésérdl, a targylemezekre egy kacsnyit tettiink az egy telepre szélesztett friss tenyészetekbdl,
és ezekre 3%-os H,0,-t cseppentettlnk. Pozitiv esetben a telepek elkezdtek jol lathatéan pezsegni. Pozitiv
kontrolinak S. aureus ATCC 49775 t6rzset hasznaltunk, amely er8s pezsgéssel jelezte a katalaz mikodését.
A katalaz-pozitiv térzsek biztosan nem alkalmas probiotikumnak.

3.3.4. Hemolizis-vizsgalat

A hemolizis-vizsgalatok soran a frissen felélesztett térzsekbdl egy-egy telepet vittlink tovabb Columbia véres
agarra (Biolab Zrt., Budapest, Magyarorszag). 37 °C-on végzett 24 éras anaerob inkubacié utan értékeltiik az
eredmeényeket. Pozitiv kontrolinak ebben az esetben is S. aureus-t hasznaltunk, amely 5% juhvéres taptalajon
B-hemolizist mutat.

3.4. Klonalitasvizsgalat

A baktériumtorzsekbdél Chelex 100 Resin (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) felhasznalasaval bakterialis DNS-t
izolaltunk, a gyarté altal megadott protokoll alapjan. A polimeraz-lancreakciohoz 1,5 ml-es Eppendorf-csébe
6sszemertik a reakcioelegyet, amely tartalmazta a Red Tag 2 mM MgCl, Master Mixet (VWR), az altalunk
valasztott, 1254 nevl primert (Bio-Science, Budapest, Magyarorszag), a molekularis bioldgiai tisztasagu
AccuGENE vizet (Lonza, Basel, Svajc) és a mintat (baktériumtdrzsek DNS templatja). A mintak vizsgalatat
RAPD-PCR moddszerrel végeztik, Mastercycler PCR (Eppendorf, Hamburg, Németorszag) berendezés
RAPD_03 programjaval, melynek paraméterei a 2. tablazatban lathatok.

2. tabldzat. A RAPD-PCR mddszer paraméterei

Lépés Hoémérséklet (°C) Id6
1. 95 2min 4~
2. 94 20sec
3. 38 20 sec ) x40
4. 72 1 min
5. 72 5 min
6. 10 o0

A2.ésad.lépés kdzbtti folyamat 40 alkalommal jatszédott le. A program lefutasat kdvetden, a felsokszorozott
DNS-molekuldkat gélelektroforézissel tettlik lathatova és értékelhetévé. A gélelektroforézishez 1%-os
agarozgélt készitettiink. Bemértiink 0,6 g agarézt (VWR) és 60 ml 1xTBE TRIS-bdrecetsav-oldatban
feloldottuk. Az oldatot a teljes elegyedésig forraltuk. Kézmelegre hitéttik és hozzaadtunk 6 pl DNS ECO
Safe festékoldatot (Pacific Image Electronics, Torrance, CA, USA). Kézben magneses keverdn kevertettik,
majd gélt ontdttiink. A visszahllt és festékkel ellatott gélt a talcaba o6ntoéttik. Megszilardulas utan a
talcat belehelyeztik az elektroforézis tankba, amelyet el6zéleg feltoltdttiink gélelektroforézis pufferrel
(1xTBE-oldat), majd eltavolitottuk a gélfés(t. Az egyes zsebekbe vittik fel a RAPD-PCR reakciétermékeket.

3.5. Autoaggregacio vizsgalata

Az alkalmazott vizsgalati médszer DeL Re és mtsai [8] kutatasain alapult, kisebb modositasokkal. A sajat
izolatumokat és a kontroll térzseket 37 °C-on, 18 6raig, anaerob koérilmények kodzoétt inkubaltuk, 6,2 pH-
értékld MRS levesben. Ezutan a mintakat centrifugaltuk (Eppendorf Centrifuge 5804 R) 2426 x g-n, 6 percig.
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A fellluszoét ledntottik, 1xPBS-oldatbol 50 mi-t mértiink a baktériumpelletekre, majd vortexeltiik 6ket (10 sec).
Ismét centrifugalas, a felliliszo ledntése és a pellet visszavétele kdvetkezett 1xPBS-oldatba. Vortexelés utan
sz(ikitett (semi-micro) kiivettakba (Greiner Bio-One Hungary) mértiink 900 pl 1xPBS-t és 100 pl sejtszuszpenziot.
Az optikai denzitast 600 nm-es hullamhosszon mértik, BioMate 160 UV-Vis spektrofotométerrel (Thermo
Fisher Scientific; Waltham, MA, USA), majd az OD, értékeket standardizaltuk, 0,2-re allitottuk minden egyes
mintanal, hogy a mérési eredmeények 6sszehasonlithatéak legyenek. A beallitott értékeket OD,,, méréssel
visszaellendriztik. Megfelel6 értékek esetén 4—-4 ml baktériumszuszpenziét adagoltunk ki steril Wassermann-
csovekbe, melyeket mintanként A, B és C jellel lattunk el annak érdekében, hogy a harom technikai ismétlés
biztositva legyen. Az igy elkészitett mintakat Wassermann-csévekben, szobahémérsékleten, aerob médon
inkubaltuk a vizsgalat ideje alatt. Az optikai denzitds méréseket a 0., az 5. és a 24. 6raban végeztik. Az
egyes mérési idépontokban 200-200 pl-t vettlink ki a baktériumszuszpenzio fels§ részébdl széles végu
pipettaheggyel (Axygen, Union City, CA, USA), majd 800 pl 1xPBS-oldattal higitottuk, szlkitett kiivettaban.
Mindharom mérési idépontban mindegyik bet(ijellel ellatott minta OD,, értékét haromszor mértiik, majd
ezekbdl szamoltunk aggregacids szazalékot, a Garcia-Cayuela és mtsai [9] altal megadott képlet alapjan:

- (A /A) x 100],

mérési idépont

//////

ahol: A .. .
X mérési |dopo’nt . S L,
sejtszuszpenzid abszorbancia-értéke 0 h idépontban.

Az autoaggregacio értékelésére jelenleg nincs egységesen kialakitott rendszer. Del Re és mtsai [8] vizsgalataik
soran a >80% aggregacios értékkel rendelkezé torzseket j0l aggregalodo izolatumoknak mindsitették, mig a
<10% értéket mutatd térzseket nem aggregalddonak tekintették.

3.6. Sav- és epesav-tiirés vizsgalata
3.6.1. A vizsgdlathoz sziikséges savas és epés taptalajok

A savtlirés vizsgalatahoz az MRS taptalajt (VWR) el8iras szerint el6készitettik, majd 121 °C-on, 15 percig,
autoklavban sterileztik. Ezt kdvetben, aszeptikus kérilmények kozott, 1 M HCI-oldattal a kévetkezé értékekre
allitottuk be a pH-t: 6,0; 5,5; 5,0; 4,0; 3,0. A 45 °C-ra visszah(tott steril taptalajokkal négyzet alaku Petri-
csészékbe (Greiner Bio-One Hungary) lemezeket 6ntéttink. A 6,0-os pH-értékl MRS taptalaj toltotte be a
kezelés nélkiili tapkdzeg szerepét.

Az epesavtlirés teszteléséhez az MRS taptalajt (VWR) a gyarté utasitasai alapjan készitettiik eld. A sterilezés
(121 °C-on, 15 perc) utan 45 °C-ra visszah(tott alap agarokhoz a sertésepét (Sigma Aldrich) 0,45 pm
porusatmérdji membranszirével (Thermo Fisher Scientific) sterilre szlirve adagoltuk. A kiegészitést ugy
hajtottuk végre, hogy a taptalajban az epe végleges koncentracidja 0%, 0,1%; 0,2% és 0,5% legyen. Az epét
nem tartalmazé MRS agar t6ltotte be a negativ kontroll szerepét.

3.6.2. Torzsélesztés és optikai denzitas (OD) mérés

A baktériumtorzseket 6,2-es pH-érték(i MRS levesben élesztettiik fel, 37 °C-os, 18 6ras, anaerob inkubacio
eredményeként. A felszaporodott tenyészetek a Falcon csé aljan tobb-kevesebb pelletet képeztek, mindezt
értékeltik. A tenyészeteket centrifugdltuk (2426 x g, 6 perc, szobahémérséklet) (Eppendorf Centrifuge 5804 R).
A fellluszét ledntottiik és 1xPBS-oldatba vettiik vissza a mintdkat. Rovid (10 sec) vortexelés utan Ujra
centrifugalas és a fellluszé ismételt ledntése kovetkezett. Az 1xPBS oldatba valo visszavétel utan 10 sec
vortexelés kdvetkezett, majd a szuszpenzié tizszeres higitdsanak optikai denzitas értékét mértiik meg BioMate
160 UV-Vis spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific), 600 nm-en. A mérést kdvetéen egységesen 0,5-
es OD,, értékli szuszpenziokat készitettiink. A pontossag érdekében visszamértik a beallitott sejtstirliségu
szuszpenziok OD értekeit.

3.6.3. Jelenlét-hidny vizsgalat

Az OD,,, = 0,5 értékl sejtszuszpenziokbol 18 (9 technikai x 2 bioldgiai ismétlés) x 10 pl-t cseppentettliink
az eltéré pH-értékli és epesav-tartalmu taptalajok felliletére, majd a 3.2.7. alfejezetben ismertetettek szerint
37°C-on, 48 o6raig inkubaltuk a lemezeket.

3.6.4. Epesav- és sOsavkezelés folyamata

A vizsgalt baktériumtorzseket a taptalajhoz hozzaadott agensek alapjan epesav- és sdsav-kezelésnek vetettiik
ala. Negativ kontrollként epét és sdsavat sem tartalmazo, 6,0-os pH-értékli MRS taptalajok szolgaltak.
A vizsgalatok menetét az 1. abra szemlélteti.
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1. abra. Epesav- és sOsavkezelés folyamatabraja

3.6.5. Leoltds és élésejtszam-meghatarozas

A sajat izolatumok és a kontroll baktériumtdrzsek tenyészeteibdl is decimalis higitasi sort készitettiink, majd
az egyes higitasi tagokbol 100-100 pl-t szélesztettiink el 6,0-os pH-értékld MRS agarlemezek fellletén. Az igy
elkészitett lemezeket 37 °C-on, 72 6raig, anaerob koérlilmények kdzott inkubaltuk. Az inkubacids idd letelte
utan telepszamlalast végeztink.

4. Eredmények és értékelésiik
4.1. Klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok

A klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok célja az volt, hogy a Gram-negativ, a katalaz-pozitiv és a hemolizalé
torzseket kiszelektaljuk. E modszerek alkalmazasaval a 217 db izolatumbdl ki tudtunk szlrni olyanokat,
amelyek nem feleltek meg a probiotikumok kritériumainak. A teljesség igénye nélkil, a 3. tablazatban lathato
a klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok eredményei alapjan megfeleld jellemzdkkel rendelkezé néhany torzs,
melyeket a késébbi vizsgalatokba (aggregacio, savtlirés és epesavtlirés vizsgalata) is bevontunk.

3. tablazat. Térzsek f6bb jellemzdi, klasszikus mikrobioldgiai vizsgdlatok eredményei alapjan

Torzs Telepmorfolégia* Gram-festés Ks:gfaz' Hv?gggf;?'
E10 Apro, fehér, krémes fellilet(, szabalytalan telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E15 Nagy, fehér, hdpehelyszerd telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E66 Nagy, fehér, csipkés széll, szabalytalan, matt telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E92 Nagy, fehér, szabalyos, matt telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E173 | Nagy, fehér, csipkés széll, szabalytalan, matt telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E198 |Nagy, fehér, vajszerd, szabalytalan, matt telep Gram+ palcak Negativ Negativ
E216 | Apro, fehér, krémes fellletd, vajszer(, szabalytalan telep Gram+ palcak Negativ Negativ
LA-5 Nagy, fehér, szabalyos, krémes fellletl telep Gram+ palcak Negativ Negativ

*A telepmorfoldgia vizsgalata 6,2-es pH-értékre beallitott MRS agaron kifejlédott térzsekkel tortént.
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A 217 db izolatum kozll 25 db katalaz-pozitiv és 29 db Gram-negativ torzset azonositottunk. Ezeket a
klonalitasvizsgalat utan a klénosztalyokbdl és a klonosztalyba nemill6 egyedi tdrzsek kdzil is kizartuk. Egyetlen
t6rzs sem hemolizalt véresagaron, igy jollehet ez a vizsgalat nem segitett szlkiteni a nagy mintaszamot, a
probiotikus t6rzsek biztonsagossaganak megitéléshez feltétlenll sziikséges volt elvégezni.

Sedlackova és mtsai [10] a mi munkacsoportunk gyakorlata szerint szintén csak a Gram-pozitiv, pélcika
alaku és katalaz-negativ izoldtumokat vontak be tovabbi in vitro vizsgalataikba. Tanulmanyukban &sszesen
59 db Gram-pozitiv és kataldaz-negativ torzset kildnitettek el, melyek kozil 7 db-ot nyerstejbdl, 12 db-ot
pedig nyers tehéntejbdl készitett sajtbdl izolaltak. A telepmorfolégia hasonlénak bizonyult a L. acidophilus
LA-5 alkotta telepekéhez.

4.2. Klonalitasvizsgalat

A RAPD-PCR vizsgalatok parhuzamosan zajlottak a klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatokkal. Az egyedi RAPD
mintazatok alapjan a 217 db torzset 34 kldnosztalyba soroltuk, ezek kozll a 34. klonosztaly gélfotdja lathatd
a 2. abran; a 3. abran pedig t6bb klonosztalyt és egyedi torzseket is bemutatunk.

2. dbra. A 34. kidnosztaly tagjainak klonalitasvizsgalata
(mintak: E211-E217, pozitiv kontroll: Lactobacillus acidophilus LA-5, negativ kontroll: desztillalt viz, molekuldris marker:
WM; Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder)

Ml ECERERERERERFRES EEEEEEE KHKM
Wi a1 S aan adeniendng w
4 5 5 51 55 SENE i SEREENORIORNONE 00
9 0 1 2" 34N 5ENE BREROBNORT1T 12 3 4
- (-
- id  —
- -y
2000 bp -
o - ' LT TR
2" afta i 2828 EZem j =8 ' BE- -
woob,._- i 4 : kil k.4 5 ik . - .
7Mbp.u--..-' . - . " - ePonen
RN g & 'y BREE o
.)00 ""‘ . e 4 ‘.ﬁ & ' - -
\/ \W EYJ- .-Y-“LYJLHEH_YJ\_Y_}
Kidnosztalyba nem tartozo, 25. klonosztaly 28. kldnosztaly  28. kldnosztaly  29. kidnosztadly 31. klénosztaly 31. kidnosztaly

egyedi térzsek

3. abra. Tébb klonosztaly és egyedi térzsek gélfotdja
(mintak: E149-E194, pozitiv kontroll: E31, negativ kontroll: desztillalt viz, molekuldris marker: WM;
Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder)
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A vizsgalatok soran 57 db egyedi térzset talaltunk, amelyek nem voltak klénosztalyokba sorolhatok, igy az
izolatumok kore 91 db-ra szUkult a klonalitdsvizsgalatok eredményei alapjan. A klasszikus mikrobioldgiai
vizsgdlati modszerekkel kizartuk a Gram-negativ és a kataldz-pozitiv izolatumokat, igy 6sszesen 34 db
klénosztaly és 37 db klonosztalyba nem sorolhatd, egyedi térzs maradt, dsszesen 71 db izolatumra sz(kitve a
kiindulasi elemszamot. Eznagyban segitette a preszelekciot, hiszen atdrzseknek csak kevesebb mintaharmada
(82,7%) maradt fenn a szlrén. Mivel a RAPD-PCR vizsgalatok eredményei erésen fliggenek a laboratériumi
korilményektél, a mddszer preciz kivitelezése kiemelt fontossagu az eredmények reprodukalhatosaga
szempontjabdl [11]. Az alkalmazott 1254-es primer lehetévé tette a RAPD-PCR vizsgalatok soran a hasonlé
mintazatu izolatumok &sszehasonlitasat. Ez egybecseng Torriani és mtsai [12] allitdsaval, miszerint az
1254-es primer kivaléan alkalmazhato L. delbrueckii térzsek kdz6tti polimorfizmusok felderitésére.

4.3. Autoaggregacio vizsgalata

A tovabbi vizsgalatok soran a klénosztalyba nem sorolhaté egyedi térzsekkel (37 db) nem foglalkoztunk,
ezért az aggregacio-vizsgalathoz a 34 db klonosztaly mindegyikébdl egy-egy baktériumtdrzset kivalasztva
folytattuk az in vitro tesztsorozatot. Célunk az volt, hogy jol aggregalédod (5 6ras inkubacio utan: >70%, ill.
24 ¢6ras inkubaciot kdvetden: >80%) és nem aggregalddd (<25%) torzseket taldljunk, melyeket a tovabbi

valoszinlséggel lehetnek probiotikusak, igy esetlegesen a sav- és epesav-kezelést is jobban toleraljak.

Az aggregacios vizsgalat méréseit 0, 5 és 24 6éra elteltével végeztik. Az 5. éra utani vizsgalat mellett Kos
és mtsainak [13] eredményei alapjan dontéttink, akik azt tapasztaltdk, hogy mar 5 6ra elteltével erésen
autoaggregalddott a L. acidophilus M92. A szerz8k MRS-levesben tenyésztették teszttdrzsiket, mert igy
megmaradtak az aggregaciot lehetéveé tevé egyes sejtfelszini fehérjék [13].

A 34 db torzset két bioldgiai ismétléssel vizsgaltuk. Taldltunk a kezelés 5. 6rajaban 70% feletti aggregacios
értéket mutato izolatumokat, szam szerint 6 db-ot (E15, E66, E92, E173, E198, E216). A pozitiv kontrollként
alkalmazott L. acidophilus LA-5 és ATCC 4356 torzsek szintén jol aggregalédtak (rendre 78,2%, ill. 72,1%)
4. abra).

Emlitést érdemel, hogy a jol aggregalddd térzsek szabad szemmel is tisztan lathatd pelletet képeztek a
Wassermann-csdvek aljan, a szuszpenzié felsé része pedig kitisztult. Ugyanerre a megallapitasra jutottak
Garcia-Cayuela és mtsai [9], akik 126 db L. plantarum tbrzset izolaltak nyerstejbdl készitett sajtmintakbdl, és
MRS levesben el6zetesen szabad szemmel értékelték a tdrzsek aggregacids (szedimentacios) képességét,
melynek alapjan hépehelyszer(i aggregatumok megjelenésérdl szamoltak be. Az autoaggregacios vizsgalatba
14 db tbrzset vontak be, az optikai denzitas méréseket 2, 6, 20 és 24 d6ra utan végezték. A legnagyobb
autoaggregacios értékeket (28,5-59,5%) 1 nap elteltével észlelték. Az értékek az id6 elérehaladtaval
ndvekedtek, azonban térzsenként eltéréd mddon. Az altaluk kozdlt aggregacidés szazalékokhoz képest mi
nagyobb értékéket (>75%) mértiink 5 dras inkubalas utan.

Xu és mtsai [14] probiotikus és patogén térzsek dnaggregacids képességét tesztelték. A 2 6ras inkubacio
utan kapott eredmények arrdl tanuskodtak, hogy harom térzs (Bifidobacterium longum B6, L. rhamnosus
GG és L. brevis KACC 10553) teljesitett jol, 40-50% kdzotti aggregacids szazalékokkal. Tuo és mtsai [15]
22 db Lactobacillus térzs aggregaciés képességét vizsgaltak 5 oras, 37 °C-os inkubaciot kovetéen, és
24,2-41,4%-0s értékeket kaptak. Pozitiv kontrollként L. rhamnosus GG-t hasznaltak, amely 41,4%-0s
aggregacios értékével a legjobban teljesitd torzs volt.

Az erdélyi és a kontroll tdrzsek autoaggregacios vizsgalatanak Osszesitett (5 és 24 6ras inkubalas utani)
eredményeit a 5. dbra szemlélteti. Megallapitottuk, hogy 24 éras inkubalas utan minden egyes térzs nagyobb
értéket ért el az 5 6ras eredményéhez képest. A kontrollként hasznalt probiotikus L. acidophilus LA-5 és
a jol aggregalodo fenotipussal rendelkezd L. acidophilus ATCC 4356, szakirodalmi adatokkal egyezden,
24 6ra utan is kivaléan teljesitett (94,1% ill. 93,5%). A 34 db klénosztalyba tartozé térzsek kézil 19 db 80%
felett aggregaldodott. A beadllitott mdédszerink tehat alkalmasnak bizonyult a jol és a nem jél aggregalédé
izolatumok elkllonitésére. Prabhurajeshwar és Chandrakanth [16] joghurtokbdl izolalt laktobacillusz torzsek
24 ¢6ras autoaggregacios vizsgdlata soran a mi eredményeinknél kisebb értékeket (39,4-52,0%) mértek.
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5. dbra. A sajat izoldtumok és a kontroll térzsek autoaggregacio-vizsgadlatanak eredmeénye, 5 oras és 24 dras inkubalas utan
[Az adatok 2 bioldgiai x 3 technikai ismétlés atlagértékeit jeldlik; a vizszintes piros vonal a jol aggregalodo (>80%) térzsek
kiszlirését teszi lehetéveé]

4.4. Sav- és epesav-tiirés vizsgalata

A sav- és epesav-tlirés vizsgalatahoz az 5 6ra inkubacio utan jél aggregalodé 6 db torzset (E15, E66, E92,
E173, E198, E216) hasznaltuk, pozitiv kontrollként pedig a L. acidophilus LA-5 szolgalt, mely utébbi térzs
probiotikus, megfeleléek az aggregacidés mutatéi és korabban hasonlo vizsgalatokban mar j6l szerepelt [17].
Ezen kivil, a sajat izolatumok kozlil az E10-es, kevésbé j6 aggregacios képességgel (22,7%) rendelkezd
torzset is bevontunk vizsgdlatainkba, hogy megallapithassuk, van-e dsszefliggés a j6 aggregalédas, ill. a
sav- és epesav-tlirés kozott.

Az eredményeket 48 6ras inkubalast kévetéen olvastuk le. A taptalaj felUletére inokulalt 10 pL térfogatu
baktériumszuszpenzié-cseppek helyén telepek ndvekedését vagy a szaporodas hianyat észleltik. Azt biraltuk
el szabad szemmel, hogy a térzsek képesek voltak-e a savval, ill. epével kiegészitett és a kontroll taptalajok
fellletén jOl lathaté mértékben elszaporodni (jelenlét-hiany vizsgalat). Arra kerestik a valaszt, hogy egyrészt
mekkora sav- €s epesav-koncentraciot képesek toleralni az egyes tdrzsek, masrészt van-e 6sszefliggés
az aggregalodo képesség és a sav-, ill. epesav-tlirés kozott. Eredményeinket a 4. és az 5. tablazatban
szemléltetjik.
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4. tablazat. Savval kiegészitett szilard tapkdzeg felliletén végzett jelenlét-hiany vizsgdlat eredményei*

MRS agar pH-értéke
Toérzs
6,0 5,5 5,0 4,0 3,0
E10 izolatum +++ ++ ++ ++ 0
E15 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
E66 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
E92 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
E173 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
E198 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
E216 izolatum +++ +++ +++ +++ 0
Lactobacillus acidophilus LA-5 +++ +++ +++ ++ 0

*n =18 (9 parhuzamos x 2 ismétlés).
0: nincs szaporodas, +: gyenge szaporodas, ++: kbzepes mértékd szaporodas, +++: jol lathatd, erbteljes szaporodas.

5. tabldzat. Epesavval kiegészitett szildrd tapkézeg felliletén végzett jelenlét—hiany vizsgalat eredményei*

MRS agar
Torzs 0% 0,1% 0,2% 0,5%
sertésepével kiegészitve

E10 izolatum +++ + 0 0
E15 izolatum +++ +++ +++ +++
E66 izolatum +++ +++ +++ +++
E92 izolatum +++ +++ +++ +++
E173 izolatum +++ +++ +++ +++
E198 izolatum +++ +++ +++ +++
E216 izolatum +++ ++ ++ T+
Lactobacillus acidophilus LA-5 +++ +++ ++ +

*n =18 (9 parhuzamos x 2 ismétlés).
0: nincs szaporodas, +: gyenge szaporodas, ++: kbzepes mértékl szaporodas, +++: jol lathatd, erbteljes szaporodas.

Lathato, hogy a L. acidophilus LA-5 a 6,0-0s, 5,5-es, 5,0-0s és 4,0-es pH-értékd MRS taptalajokon és a 0,1%,
valamint 0,2% epesav-tartalmu MRS taptalajokon megfeleléen szaporodott, tehat j6 sav- és kbzepes epesav-
tdrének bizonyult. A 0,5% epét tartalmazé taptalajon mar gyenge ndvekedést mutatott a kontrolltdrzs. A
legsavasabb (pH = 3,0) MRS tapkdzegen se a kontroll, se a vizsgalt erdélyi térzsek nem képeztek telepeket,
elészelekciora tehat a 4,0-es és a 3,0-as pH-értékd szilard tdpkdzegek bizonyultak megfelelének.

Pan és mtsai [18] csecsemdk székletébdl izolalt L. acidophilus NIT torzset tartottak glicin-sdsav pufferben
(PH: 2,0; 3,0; 4,0) 1, 2, ill. 3 6ran keresztil. A kezelés utan a baktériumpelletet reszuszpendaltak és a megfelel6
higitasi tagokbdl MRS agarlemezek fellletén 20 pL szuszpenzidt szélesztettek el. Azt tapasztaltak, hogy 3
ora kezelés utan a L. acidophilus-sejteknek minddssze 10%-a maradt életben. Jdllehet a mi vizsgdlataink
nem ugyanebben a kisérleti elrendezésben zajlottak, az eredmények magyarazatul szolgalhatnak arra, hogy
a L. acidophilus a 3,0-as pH-értékl taptalajunkon miért nem képzett telepeket. Vargas és mtsai [19] 3%
savofehérje-izolatum adagolasaval érték el, hogy a Streptococcus thermophilus ST-M5 és a L. delbrueckii
subsp. bulgaricus LB-12 maximalis szamban élje tul a savkezelést. Valente és mtsai [20] célja az volt, hogy
felmérjék tradicionadlis brazil sajtokbdl izoldlt tejsavbaktérium-térzsek (L. plantarum B7 és L. rhamnosus
D1) in vitro és in vivo probiotikus potencidljat. Mindkét torzs kézepes mértékben tolerdlta a 0,3% Okorepét
12 6ra inkubacid elteltével. A mesterséges emészténedvekkel (pH: 2,0 és 3 g/L pepszin) szemben a B7 és a
D1 izolatum is ellenallénak bizonyult [20].

Az epesavas sok fizioldgias koncentracioja 0,3% és 0,5% kozoétt valtozik az emésztbtraktusban [21], ezért
valasztottuk legnagyobb epekoncentracidnak a 0,5%-ot. A nevezett szerz8 szintén hozzaadott taptalajahoz
0,3, 0,5, 1,0, ill. 2,0% epesavas so6t, majd a torzskultira 10 pL-ét juttatta a tapkodzeg felliletére. Ugyan
nem Lactobacillus, hanem nyers tehén- és kecsketejbdl, valamint tradicionalis kefirbdl izolalt Lactococcus
toérzsekkel dolgozott, vizsgalati rendszere mégis hasonlitott a miénkhez. A Lactococcus lactis torzsek nem
toleraltak az alkalmazott epesav-koncentraciok egyikét sem.

Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2022. LXVIII. évf. 2. szam

3913



Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a kivalasztott izolatumok tdbbnyire jol toleraltak a 0,5%-o0s
epesav-jelenlétet, ami viszont nem volt igaz az E10 jelli térzsre, amely még a legkisebb (0,1%) epekoncentracié
mellett is csak alig szaporodott. Az E10 izolatum gyenge aggregacios képessége jo savtlréssel és gyenge
epesavtlréssel tarsult. A L. acidophilus LA-5 kontrolltérzs gyengén ugyan, de még a 0,5% epét tartalmazo
taptalajon is szaporodott. Az alkalmazott eljaras soran a térzsek nemcsak par 6rdig voltak kitéve a pusztitd
hatasu 6sszetevéknek, hanem 48 6ran keresztll érintkeztek azokkal. Emlitést érdemel, hogy a destruktiv
agensek negativ hatasait a tapkdzeghez adagolt savéfehérjeporral lehet mérsékelni [19]. A savval és
epesavval kiegészitett szilard taptalaj fellletén végzett jelenlét-hiany vizsgalat viszonylag gyors modszernek
tekinthetd, mert a sziikséges taptalajok kdénnyen elkészithetdk, a taptalaj felliletére t6rténé cseppentés
gyorsan kivitelezhetd, igy az eredmények rovid idén beliil rendelkezésre allnak.

5. Kovetkeztetések

A probiotikus baktériumtdrzsek szelektalasara alkalmas in vitro tesztrendszer néhany elemének kidolgozasara
iranyuld toérekvésink sikeresnek bizonyult. Az itt bemutatott Iépéseket nem feltétlenll sziikséges tovabb
finomitani, mert jelenleg is képesek nagy elemszamu izoldtumhalmazok el8szelektalasara. Noha az 1254-es
primer jo valasztasnak bizonyult, a kés6bbi klonalitasvizsgalatok soran érdemes lesz mas primerekkel
is elvégezni a RAPD-PCR reakciot. Az aggregacios vizsgalatok, valamint a sav- és epesav-tlrés tesztek
eredményei kozott pozitiv Osszefliggés mutatkozott, mindazondltal az izolalt tdrzsek probiotikus
tulajdonsagainak tényszer(i megallapitasahoz tovabbi in vitro vizsgdlatokra és in vivo allatkisérletekre van
szlkség. A jelenleginél is nagyobb szelekcié érdekében érdemesnek tlinik a tesztrendszert egyéb elemekkel
kiegésziteni, pl. antibiotikumrezisztencia- vagy antimikrobidlis aktivitas-vizsgalatokkal.

6. K6sz6netnyilvanitas

A szerz8k koszonik az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00008 azonositészamu, ,lnnovativ tudomanyos
mihelyek a hazai agrar fels6oktatasban” cimd projekt és az EFOP-3.6.1-16-2016-00024 azonositdszamu,
,Intelligens szakosodast szolgalé fejlesztések az Allatorvostudomanyi Egyetem és a Széchenyi Istvan Egyetem
MezSgazdasag- és Elelmiszer-tudomanyi Karanak egyiittmiikédésében” cim( projekt anyagi tAmogatésat.
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