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1. Bevezetés és célkitlizések

A tejsavbaktériumok fontos tagjai az emberi és dllati bélmikrobidtanak egyarant. A
bélmikrobidta szerepe létfontossdgu az emberi és allati szervezetekben, mivel védelmet nyujt
a szervezetnek és erdsiti az immunrendszert. Tobbségik probiotikus hatassal bir, ez a hatas
segit a bélbetegségek, rak, laktdéz érzékenység és az allergia kialakuldasanak
megakadalyozasaban. Kiilonb6z6 vegylletek termelésével pedig antimikrobialis hatdst is ki
tudnak fejteni. A gasztrointesztindlis traktus tobb részbdl all, ebbdl adéddan eltérnek a
kiilonb6z6 teriileteken 1évé fizikai és kémiai tulajdonsdgok, ez okozza, hogy a mikrobialis
Osszetétel is mds lesz a gyomorban, vékonybélben és vastagbélben is. Szamos vizsgalatot
végeztek mar az emlGsok bélrendszerével kapcsolatban, hogy felfedezzék a bélmikrobidta
lakoit, a vizsgalatok soran pedig kiderilt, hogy milyen sok mikroorganizmust nem ismeriink
még a bélrendszerbél. Mivel a bélmikrobiomnak még sok tagja ismeretlen, létfontossagu olyan
kutatdsokat végezni, amelyek segitenek jobban megismerni az ott él6 mikroorganizmusokat,
azok egymasra kifejtett hatasat, hiszen ha a bélmikrobiéta megséril, szamos komoly
betegséget kaphatunk el. Tobb kutatast is folytatnak ebben a témdaban, hogy az Uj ismeretek
megszerzésével ki tudjanak fejleszteni ellenszereket, gydégymodokat az ebbdél eredd
betegségek kezelésére, a haszonallatok és az emberek részére egyarant. A mikroflérara sok
tényez6 van hatassal, példaul: taplalkozas, gydgyszerkezelés, kdrnyezeti hatasok, életkor,
életmadd, de még szdmos masik dologgal lehetne bdviteni a listat. Ezek a hatasok befolyasoljak
a bélmikrobidta Osszetételét és funkcidjat is, amiknek a megvaltozasa mar sulyos egészségi
karosodadshoz vezethetnek. Szamos kutatds folyik a bélmikrobidta okozta betegségek
kezelésére, jonéhany tanulmany is késziilt mar a témadban, példaul egy 2018-as tanulmanynak
a vizsgdlata a bélmikrobidta 6sszetételének valtozasat és ennek kdvetkezményét az emberi
szervezetre nézve targyalta, a fert6z6 és gyulladasos betegségek tekintetében. A cikk rdémutat,
hogy az ilyen jellegli betegségeknél hasznos lenne a bélfléranak célzott modulacidjaval kezelni
a betegséget, példaul széklettranszformacioval vagy probiotikumokkal. Ez a tanulmany arra is
ravilagit, hogy még szamos dolog var felfedezésre az emberi bélmikrobidtaval kapcsolatban,
de igy is sok mindent sikeriilt mar felderiteni a témdaban [Mukherjee et al., 2018] Egy masik
tanulmany hasonldé témaban inkabb a tdplalkozasra fekteti a hangsulyt, olyan megoldasokkal,

hogy tobb probiotikumot és prebiotikumot fogyasszunk, illetve magara az egyéni étrend



kialakitasara is, hiszen a bélfléra Osszetétele és az immunrendszer allapota személyenként

valtozo lehet [Wiertsema 2021].

A kiilonboz6 allatokbdl izoldlt mikroorganizmusok és azok tulajdonsagainak vizsgalata kozelebb
vihet minket a bélmikrobiéta megismeréséhez, illetve olyan mikorbdkat szelektdlthatunk,
amely a kés6bbiekben felhasznalhatunk szamos terileten.

Kisérleteimben a hangsuly az antimikrobidlis hatdsokon volt. Allatkerti allatokbdl
szarmazd tejsavbaktériumokat vizsgaltam. Széles kdrben van jelentésége ennek a témanak,
hiszen mas élSlényekkel kapcsolatos ismeretek nagy jelentGséggel birnak az orvoslasban,

mezdgazdasagban, természetvédelemben és élelmiszeriparban egyarant.

Célkitiizés

Harom eltéré célorganizmusra (penészgomba, éleszt6gomba, baktérium) kifejtett gatlé hatdst
vizsgadlva megallapitani 9 Adllatkerti dllatbdl izolalt tejsavbaktériumokbdl véletlenszerlien
valogatott torzsek antimikrobialis aktivitasat és meghatarozni az antimikrobidlis hatast okozd

komponenseket.

Ehhez az alabbi kisérleteket terveztem elvégezni:

Kozvetlen antimikrobidlis hatas vizsgalata
- Osszefliggések vizsgalata a tejsavbaktériumok eredetét és antimikrobidlis aktivitast
tekintve
- Alegjobb antimikrobidlis tulajdonsaggal rendelkez6 torzsek kivalasztdsa
- A gatlé komponensek jellegének, tulajdonsagainak feltarasa
A kisérleteink célja, hogy megvizsgaljuk a kiilonb6z6 él&szervezetekben jelenlévd
tejsavbaktériumokat és, hogy milyen gatld hatassal rendelkeznek egy adott baktériumra,
penészre és élesztére nézve, e mellett mi okozza a gatld hatdst, ha van gatlas a vizsgalt
tejsavbaktériumndl. Tovabbi , hogy milyen kiilonbdz6ségek vannak a vizsgalt allatokban

taldlhatd tejsavbaktériumok kozott.

Kutatas f6 1épései:



1. Avizsgalt tejsavbaktériumok gatl6 hatasainak megfigyelése:

a) Penészre
b) Baktériumra

c) Elesztére

2. A gétld hatas okanak vizsgalata:

a) Sejtkoncentracio vizsgdlata
b) Sav-hatds, pH fliggés vizsgalata

¢) Membran permeabilitds vizsgalata



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. Tejsavbaktériumok

A tejsavbaktériumokat tejsav termelésiik alapjan két nagyobb csoportba sorolhatjuk,
heterofermentativ (pl: Leuconostoc spp.) és homofermentativ tejsavbaktériumokrol (pl:
Lactococcus spp.) beszélhetlink. A homofermentativ tejsavbaktériumoknal aldolaz enzim segiti
a tejsav kialakuldsat, a heterofermentativ tejsavbaktériumok esetében az aldolaz enzim nincs
jelen és mads szerves savak is keletkeznek a tejsav mellett. A tejsavbaktériumok a Gram-pozitiv
baktériumok kozé tartoznak, gomb és palca alakot is felvehetnek, toleransak az alacsony pH

értékkel szemben. Tobb mint hatvan nemzetség talalhaté a tejsavbaktériumok korében.

A tejsavbaktériumokat az ipar szdmos terlletén alkalmazzadk. Képesek lebontani a
poliszacharidokat, ami daltal tudjak javitani az fermentalt élelmiszerek min&ségét. Fehérjék
lebontasara is képesek, ennek a tulajdonsdagnak a segitségével, el tudjak tavolitani az
allergéneket az élelmiszerekbdl, vagy csokkenteni az allergén hatdst. Rengeteg hasznos,
bioaktiv anyagot is termelnek, ami elényds az ember, illetve az allatok szdmdra. Javitjak a
fehérjék emészthet6ségét, igy novelik a fehérjék tdpértékét. A bélrendszer mikddésére is
jotékony hatassal vannak, probiotikus hatdssal rendelkeznek és segitik az aminosavak
felszivédasat [Fijan, 2014]. Katabolizaljdk az aminosavakat, amelynek soran kilénb6z6
izanyagok keletkeznek, azonban a hasznos anyagok mellett, az emberre kadros anyagokat is
létrehozhatnak a katabolizmus soran, biogén anyagokat amelyek a tejsavbaktériumok szdmara
elénydsek a tulélésben, de a nagy szamu biogén anyag (pl. biogén aminok) mar az ember
szamara mérgez6 is lehet [Lonvaud-Funel, 2001]. Az aminosav metabolizmus segit a
tejsavbaktériumoknak a savas kornyezethez valé alkalmazkodashoz is [Even et al., 2002]. Egyéb
hasznos tevékenységeikhez tartozik sok karos anyagnak a lebontasa, az élelmiszeriparban
el6szeretettel alkalmazzak tobbek kozott ezért is a tejsavbaktériumokat. Néhany példa: a
gabona termékekben gatoljdk a mikotoxinok felhalmozédasat, vagy az alkoholos fermentacio
soran létrejott karos anyagokat. Természetesen ez csak két példa, rengeteg mas esetben is fel
lehet hasznalni a tejsavbaktériumokat a karos anyagok eltdvolitdsa érdekében. A tovabbiakban

sz0t ejtek részletesebben azokrdl a tejsavbaktériumokrél, amikkel dolgoztam a kisérlet soran.

2.1.1. Lactobacillus nemzetség


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8149962/#B49
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8149962/#B97

A tejsavbaktériumok legnagyobb nemzetsége. Az élelmiszeriparban szamos termék
el6allitasara alkalmazzdk, tobbek kozott fermentalt tejtermékek, novényi élelmiszerek és
kovasz gyartdsara. Palca alaku baktériumok, katalaz negativak és nem képeznek sporat. Harom
csoportot kilonboztetlink meg a Lactobacillus-ok korében: obligdt homofermentativ: pl. L.
acidophilus ; obligat heterofermentativ: pl. L. brevis, fakultativ heterofermentativ: pl. L. casei.
Sok helyen fellelhet6k: szajireg, bélrendszer, hiively, trdgya és talaj, de mindemellett az
élelmiszerek megromlasanal is jelen lehetnek.

e Lactobacillus paraplantarum: Megtalalhaté névényekben, tejtermékekben, hisokban
és metazoak gyomor-bél traktusaban. Képes tulélni alacsony pH értéken, ennek a
tulajdonsaganak koszonhetéen jelen lehet a gyomorban, nyombélben és a
vékonybélben is, rdadasul j6 hatassal van az emberi egészségre. Ha olyan termékeket
fogyasztunk, amiben megtaldlhatd ez a baktérium, akkor csdkkenthetjik a gdztermeld
baktériumok jelenlétét, pl. Veillonella spp..

e Lactobacillus brevis: Obligdt heterofermentativ és mikroaerofil tejsavbaktérium.
Rengeteg helyrdl tudjdk izolalni, tobbek kozott tejbdl, sajtbdl, novényekbdl,
szennyvizbdl, gabonatermékekbdl, szildzsbdl, fermentalt zoldségekbdl, fermentalt
hisokbdl, tehéntragyabdl, Urulékbsl, emberek és patkdnyok szajabdél és
bélrendszerébdl is. Szamos fermentalt ételt allitanak el6 a segitségével, de élelmiszer
romlast is okozhat, példaul a sor romlasat. Jétékony egészségi hatasat is kimutattak,
emiatt javasoljak az olyan élelmiszerek fogyasztasat, amiben jelen vannak ennek a
fajnak a képvisel6i.

e Lactobacillus salivarius: Szintén a probiotikus baktériumtorzsekhez tartozik, egy 2020-
ban végzett kutatds soran kimutattak, hogy hatékony lehet szajlireg rak kialakulasanak
megakadalyozasaban. [Kamaluddin et al., 2020]

e Lactobacillus fermentum: Obligat heterofermentativ kultura, rendelkezik probiotikus
hatdssal és tobbféle sajtban is megtalalhato, pl. Comté, Ragusano [lbrahim, 2016] A
neve is mutatja, hogy erjedést okoz, altala allitjdk elé az egresbort vagy mds néven
készméte bort [Campainello, 2017].

e Lactobacillus plantarum: Gram-pozitiv, aerotolerans, spora képz6 baktérium. Pdlca
alakja van, egymagdban, de parban vagy kicsit hosszabb lancként is el6fordul. A
tejsavbaktériumok kozott 6 rendelkezik az egyik legnagyobb genommal. N6évényekbdl

szoktak izoldlni, de azért mas helyeken is megtalalhatd: tehéntragya, tejtermékek,
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hus- és haltermékek, emberi szaj, hiively, bélrendszer, széklet és szennyviz [Corsetti et
al., 2002]. Az élelmiszerekben, ha nagy szamban van jelen, romlast okoz.

e Lactobacillus sakei: Cukorbdl alkoholt és tejsavat képes elGallitani, szaraz kolbdsz
készitésére és friss hu tartdsitdsdra is haszndljdk az élelmiszeripar teriiletén
[Hammes et al., 2002]

e Lactobacillus equi: Egészséges lovakban domindns tejsavbaktérium, emiatt arra
kovetkeztettek, hogy jé probiotikum lehet az emberek szamdra is, hiszen a lovaknal

hozzdjarul az egészséges bélflora fenntartdsahoz [Masami et al., 2002].

2.1.2. Weissella nemzetség

Gram - pozitiv baktériumok kozé tartoznak, nem képeznek endospérat, pdlca és gdmb
alakot is felvehetnek. Altaldban husbdl, tejtermékbdl novényekbdl vagy szennyvizb6l
izolaljak [Narvhus 2003]. A Weissella nemzetségbe tartozé fajok nagyon valtozatosak, vannak
kozottiuk olyanok, amelyek probiotikus hatdssal rendelkeznek , de el6fordulnak opportunista
kérokozok is a nemzetségben. Korokozdként rengeteg betegség elGidéz6i lehetnek pl:
t6gygyulladast tehenekben, szisztémas fert6zést mona majmokban. Az emberi hively és
gyomorbél traktus természetes élGhelyei kozé tartoznak, emiatt konnyebben okoznak azokon
a terlileteken fert6zéseket. Az altaluk okozott betegségek kezelésében nehézséget okozhat,

hogy tobb antibiotikummal szemben is rezisztensek [Fusco et al., 2018].

o Weissella soli: A Weissella nemzetség egyetlen tagja, amely a talajban megtalalhato.
Késébb tobb ndvényben is felfedezték, ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy a valamely
foldre hullott névény altal jut a talajba [Lonvaud-Funel 2014]. Az 1. dbrdn lathatd réla

egy mikroszkopikus kép.

1.abra: Weissella soli (Forras: Internet 1.)
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https://www.dovepress.com/a-case-of-weissella-confusa-isolated-from-blood-of-a-patient-with-coro-peer-reviewed-fulltext-article-IDR

2.1.3. Enterococcus nemzetség

Az Enterococcus nemzetség a tejsavbaktériumok egyik legvitatottabb csoportja. A patogén,

kommenzalista és hasznos baktériumok széles skaldjat foglalja magaban. Gram-pozitiv,

tojasdad alaku tejsavbaktériumok. Szamos helyen megtaldlhatdak, példaul kilénboz6

madarfajokban, van olyan tanulmadny, ami kifejezetten a galambokra vald hatasat vizsgélja az

Enterococcus nemzetségnek [Santos et al., 2020]. Elelmiszeriparban sajtok és kolbdszok

érlelésére hasznaljak fel, illetve erjesztett zoldségek készitésére is.

Enterococcus faecalis: Hasznaljak probiotikumként és takarmanykiegészit6ként,
érdekessség, hogy Enterococcus fajok koziil rajta kiviil, csak egy torzs van, amit ilyen
célra fel tudnak hasznalni. Az Enterococcus fajok koziil 6 az egyik f6 enterocin termeld.
Fakultativ anaerob mikroorganizmus, amely az emberi bélrendszerben él,
kommenzalizmusban. A gazdaszervezetben képes gyokoket képezni, ezaltal vastagbél
rakot tud okozni, emellett a férfiaknal hugyuti fert6zést és medddéséget okozhat.
[Farsimadan, Motamedifar, 2020]. A vastagbélrak kialakuldsaban szerepet jatszik az
Enterococcus faecalis szuperoxid termelése. Nehéz az altala okozott betegségeket
kezelni, ugyanis sok antibiotikumra rezisztens és rossz kornyezeti feltételek mellett is
képes tulélni [Betzler de Oliveira et al., 2022]

Enterococcus casseliflavus: Szintén egy kérokozd baktérium az Enterococcus faecalis
mellett. Els6dlegesen a véraramban, hagyuati és m(téti sebfert6zésekért felelGs.
[Jacopo Monticelli et al., 2018]. Z6ld olajbogyd erjesztéséhez hasznaljak. Az 2. dbrdn
l[athatd réla egy mikroszképikus kép.

Enterococcus mundtii: Az Enterococcus mundtii hajlamos depresszidt okozni, az
Enterococcus nemzetségbdl, ez a faj indukalja legjobban a depressziét [Min-Kyung,
2023] Novények kozelségében és nyers husipari termékekben is megtalalhatd.
Enterococcus hirae: Egészséges macskakban egyik legelterjedtebb Enterococcus faj.
Megtaldlhatd az egészséges dllat szajliregében, emésztérendszerében, bérén és
orriregében [Prescott et al.,, 2021], emelett megtalalhatd kilonb6z6 nyers

hustermékekben is.
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ERNY g
2.dbra: Enterococcus casseliflavus (Forrds: Internet 2.)

2.1.4. Pediococcus nemzetség

Gomb vagy ellipszis alaktiak lehetnek, csak parokban vagy négyesével helyezkednek el [Gil-
Sanchez et al.,, 2019 ; Feiner, 2006]. Homofermentativ tejsavbaktériumok, névények
kornyezetében taldlhatdéak tobbnyire, ebbdl kifolyélag novényi alapu erjesztett
élelmiszerekben is megtaldljuk, pl: sor. A tejipari fermentdciékban nem nagyon
alkalmazzak, ritkdn taldlhatéak csak meg erjesztett sajtban vagy tejben. A fermentacids
ipar terliletén inkdbb huskészitményeknél és fermentalt zoldségeknél hasznaljak [Holland

et al., 2011].

e Pediococcus acidilactici: Er8s antibakterialis hatdssal rendelkezik [Kashyap, 2019]. A
sorben kellemetlen savas izt hoz létre, ennek az oka, hogy képes diacetilt termelni
[Harrison, Albanese, 2019].

e Pediococcus lolii: Gombaellenes hatassal rendelkezik, van olyan tanulmany, ahol 98,8

%-0s gatlast mutatott az Aspergillus niger-rel szemben [Ebrahimi et al., 2017]

2.2. Tejsavbaktériumok altal termelt jotékony hatasu komponensek

A tejsavbaktériumok jelentés antimikrobidlis hatdssal rendelkeznek, amely egyrészt a
savtermelésiiknek és az abbdl addédd kornyezeti pH csokkentésnek koszonhetd, de emellett

szamos mas hasznos és antimikrobidlis anyagot is termelnek.

® Bakteriocinek: Riboszomadlisan szintetizalt antimikrobidlis peptidek [Zacharof, Lovitt,

2012]. Védekezd szerepe van, szik hatasspektrummal rendelkezik.

12


https://link.springer.com/article/10.1007/s00580-017-2489-0#auth-Maryam-Ebrahimi-Aff1

Zsirsavak): Vannak olyan szénhidratok, amelyeket a szervezet nem tud lebontani,
ezeket a probiotikus baktériumok viszont letudjak, igy keletkeznek ezek az
antimikrobialis hatdssal rendelkez6 rovid szénldncu zsirsavak [Thursby et al., 2017] .

EPS  (Exopoliszacharidok):  Szamos  joétékony  hatassal rendelkeznek a

tejsavbaktériumokbdl szarmazé exopoliszacharidok: daganatellenes, immunstimulald,
antioxidans és vérkoleszterin csokkent6 hatasuk is van [Ghany et al., 2014]. Rengeteg
kutatast végeztek és végeznek most is a mikrobialis poliszacharidokkal kapcsolatban és
nagyon sok Uj pozitiv dolgot fedeztek fel veliik kapcsolatban.

Oligoszacharidok: Prebiotikumok ,a bélbaktériumok taplalékforrasa [Pate, Goyal,

2012]. Serkentik a baktériumok novekedését és mas hasznos bioaktiv vegyuletek
termlésében pl: antitestek. A szervezetre vald jotékony hatdsat is bemutattdk mar tobb
tanulmany soran pl: segitik az dsvanyi anyagok felszivddasat [Baye et al., 2017]. Van
olyan tanulmadny, ami azt is bizonyitja, hogy a probiotikumoknak és prebiotikumoknak
egylttesen is erds pozitiv hatast tudnak kifejteni a bélproblémak teriletén.

Enzimek: Termelnek olyan enzimeket, amelyek képesek lebontani a laktézt illetve
csokkenteni a laktdéz intolerancia kialakuldasat [Montalto et al., 2006]. llyen enzim
példaul a laktaz vagy a béta-galaktozidaz.

Aminosavak: Segitenek a lipidek és szénhidratok anyagcseréjének a szabalyozasaban.
Sokféle tulajdonsag jellemzi 6ket, vannak olyan aminosavak amelyek betegségek
enyhitésében segitenek, amelyekbdl izanyag szdrmaztathatd, részt vesznek a szervezet
egyensulyanak szabalyozasaban is [Rowland et al., 2018].

Vitaminok: Az egyik legnagyobb vitamin forras a tejtermék az ember szamara, ez is
mutatja mennyire jelentGs a tejsavbaktériumok jelenléte és tevékenysége [Said, 2011].
A vitaminoknak szdmos funkcidja van, emiatt |étfontossagl a szervezet szdmdra.
Segitenek a névekedésben, szaporoddsban a szervezet és a test fejl6désében, antitest
termelésben, gyorsitja a felszivddast az emésztérendszerben és vordsvértestek
képz6désében is fontos szerepet jatszanak Az aminosavak, szénhidratok, zsirsavak
metabolikus mikodéséhez és a nukleinsavak szintéziséhez is elengedhetetlenek
[LeBlanc et al., 2017] .

Immunmoduldld vegyiiletek: Ezek a vegylletek altal alakul ki a szervezetben az

immunvalasz [Hardy et al., 2013].
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e Szerves Savak: A tejsavbaktériumok altal termelt szerves savakhoz tartozik példaul a

propionsav, hangyasav, ecetsav és tejsav, de még természetesen lehetne folytatni a
sort. Segitenek megel6zni az élelmiszerek romldsat és izfokozok is. Ezeket a savakat,
szamos terlileten alkalmazzak az iparban pl: kozmetikai ipar, élelmiszeripar,
gyogyszeripar és vegyipar [Bangar et al., 2022]

e Hidrogén peroxid: LehetGséget |atnak abban, hogy felhaszndlhatd a hively rék elleni

kezelésben, tobb tanulmany is kimutatta, hogy a ndék hivelyében és az allatok
hiivelyében egyarant megtalalhatdak olyan tejsavbaktériumok, amelyek képesek H,0;
termelésére. Felel6snek tartjak a hiivelyben 1évé egyensuly fenntartasara. Vigyazni kell
viszont, hogy adott szinten tartsuk, ugyanis képes 4atalakulni nagyon toxikus
vegylletekké, amik kiilonb6z6 betegségekhez vezethetnek [Tomas et al., 2004]

e Diacetil: Tejsavbaktériumok altal termelt izanyag, aromds vegytlet, amely a citromsav
metabolizmus révén jon létre [Yaqi et al., 2021].

e Szén-dioxid: Heterofermentativ tejsavbaktériumok cukor fermentacidja sordn

keletkezik, mennyiségét szamos tényez6 befolydsolja [Gibson, 2009].

2.3. Tesztorganizmusok bemutatasa

2.3.1. Escherichia coli

Gram-negativ, palcika alakd, nem spdraképz6 baktérium. Leginkabb vastagbélben
talalhato, altaldban artalmatlan, de vannak olyan szerotipusai, amelyek komoly egészségligyi
problémakat tudnak okozni [Dubreuil, 2014]. Leggyakrabban haszndlt modell szervezet,
elsGsorban kemotaxis-okkal kapcsolatosan alkalmazzak [Aizawa, 2014]. A 3. abran lathaté az

Escherichia coli-rol egy mikroszkép alatt késziilt kép.
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3.abra: Escherichia coli (Forras: Internet 3.)

2.3.2. Aspergillus clavatus

Az Aspergillus nemzetséghez tartozik, kék és sziirke telepeket hoznak létre. Tobbnyire
gabonaféléken lelhet6 fel. Maldtdzds soran is feltlinhet példdul arpa esetében, ha a
hémérséklet tulsagosan megemelkedik. Megjelenése soran mikotoxinokat termel, ami karos
az emberre és az dllatokra nézve is. Tobbféle mikotoxint is termel pl: Patulin vagy citokalazin E
[Hocking, 2006]. A 4. dbra megmutatja, hogy néz ki mikroszkép alatt az Aspergillus clavatus.

r

4.3abra: Aspergillus clavatus (Forras: Internet 4.)

2.3.3. Torulaspora delbrueckii

Sejtjei haploid alakuak, aszkosporai érdesek, erjesztést végez [Kurtzman, 2011]. Alacsony
hémérsékleten is képesek novekedni, sziikséges az oxigén a ndvekedésiikhoz, viszonylag
magas ozmozisnyomast is kibirnak. Sor és bor készitéshez alkalmazzdk az élelmiszeriparban
altaldban [Basso et al., 2016]. A sor készitésénél az izvildag miatt jelent6s a Torulaspora
delbrueckii, mivel a komldban jelenlévé monoterpén alkoholokat alakitja at [Hellborg, Piskur,

2009]. Az 5. abran lathatd a Torulaspora delbruckeii mikroszkdpikus képe.
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5.abra: Torulaspora delbrueckii (Forras: Internet 5.)

2.4. Allatkerti gazdaszervezetek

Sisakos kazuar (Casuarius casuarius)

Struccalkatd madar, nem tud repilni, kis szarnyai a futasban
segitik  (6.4bra). Trépusi es6erd6kben, szavanndkon,
mocsarakban és parti terileteken lelhet6 fel az élGhelye.
Eléhelyének korilményibdl adéddan Ausztralidban, Papua-Uj

Guineadban és az Aru-szigeteken kell 6ket keresnink. Nem

tarsas él6lény, csak szaporoddshoz tarsulnak, ettdl fliggetlendil
6.abra: Casuarius casuarius a tojo és a fiokak kozott nagyon szoros a kotédés. Sokaig élnek,
(Forras: Internet 6.) akar 60 évet is leélhet egy sisakos kazuar, ha olyanok az

életkoriilményei. Mindenevé allat, éjszakai életet él, jol tud alkalmazkodni. Veszélyeztetett faj.
Mhorr gazella (Nanger dama mhorr)

Antilop félék kozé tartozik. Nyilt- és flves  sztyeppéken,
félsivatagokban és sivatagokban él. Elettartamuk atlagosan 12 év.
Novényevd, a veszélyeztetett allatfajok kozé tartozik. A gazelldk

kozlil a legmagasabb faj, Iabaik segitik a h6sugarzast, ezaltal tudjak

biztositani maguknak a h(itést a forrd sivatagi homokkal szemben
7.abra: Nanger dama mhorr (3 4,2) Erdekesség, hogy Magyarorszagon él a legid6sebb

(Forras: Internet 7.) mhorr gazella[1] (Forras: Internet 15.).
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Nyugati szlirke éridskenguru (Macropus fuliginosus)

8.dbra: Macropus fuliginosus

(Forras: Internet 8.)

folymatosan nének (8. abra).

Kenguru félék csaladjaba tartozik. Ausztralidban &shonos
allat. Novényevs, vizes és erdds terileteken él.
Elettartamuk 9 és 13 év kozotti lehet a vadonban, de

allatkertben akdr a 20 éves kort is megélheti. Az

" 6riaskenguruk kozott 6k a legkisebb termetliek, de a

leghangosabbak is. A n&stény jéval kisebb mint a him, ami
annak kdszonhetd, hogy a n6stény ivarérett korara megall a

novekedésben, mig a himek feln6tt korukban is

Aldabrai 6rias teknGs (Aldabrachelys gigantea)

(Forras: Internet 9.)

.ébra: Aldabrachelys gigantea

Veszélyeztetett fajnak szamit, hill6k osztalydba
tartozik. NoOvényevs, de hajlamos kisebb allati
tetemeket is megenni. Az Aldabra - szigeteken
élnek tobbnyire, maganyos életformat folytatnak.
Reggel aktivabbak, akdr a 200. életéviket is
megtudjdk élni. Szarazfoldi teknds, ha szilikséges

vizek kozelében is tevékenykedik (9. dbra).

Csupasz turkdlo (Heterocaphulus glaber)

10.abra : Heterocaphulus glaber

(Forras: Internet 10.)

El6helyei kozé tartozik, Dél-kelet Etidpia, Kenya
keleti része, Szomadlia egész  terilete.
Alagutrendszereket alakit ki maganak, és azokban
kozlekedikés él. EmlI6sok osztdlyaba, turkaldk
csaladjaba tartozik. Koldnidban élnek, van egy
vezetdjuk, a kiralyn6. Gumodkat és gydkereket

fogyaszt, ndvényevd. Erdekesség, hogy nem tudja

elkapni a rakos megbetegedéseket, szoktdak mondani, hogy nem 0&regednek, szervezete

gyorsabban regenerdlddik és le tudja lassitani a sejtoregedést. Folytatnak tobbféle kutatast is,
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hogy fel tudjak haszndlni ezeket a pozitiv tulajdonsagait az emberi betegségek kezelésére (10.

abra).

Szélesszdaju orrszarvu (Ceratotherium simum)

-~

Eml6sok osztalyaba, orrszarvufélék
csaladjaba tartozik. Szavanndk, viz kozeli
helyek és a bozotos teriletek a szamadra

idedlis él6helyek. Eredetileg Dél-Csadtol

Kelet-Afrikaig és Délkelet-Angolatol

11.abra : Ceratotherium simum Mozambikig terjedt az élShelylik, madra

(Forras: Internet 11.) sajnos ez mar nem jellemz8. Novényevs

allat, kisebb csoportokban élnek, ha
betolakodnak a teriletiikre mas himek, harcolnak a helylkért, de mas él6lényekkel nagyon

toleransak. (11.3bra)

Kis panda=Vorés ma;ska_medve (Ailurus fulgens)

A o = )

Ragadozd, macskamedve félék csalddjaba tartozik. ElShelyei
koz tartozik Bhutan, Kina, India, Laosz, Mianmar és Nepal.
Magdanyos tipus, éjszaka éli aktivan az életét. Novényekkel,
rovarokkal és madartojasokkal taplalkozik. 10-13 évet

élhetnek. Sulyosan veszélyeztetett faj. (12. dbra)

12.3bra: Ailurus fulgens

(Forras: Internet 12.)

Tarajos sul (Hystrix cristata)

Ragcsald, gyalogsiilfélék csalddjaba tartoznak. Eszak-
Afrikaban és Olaszorszagban a déli részeken taldlhato.
Elszigetelten és buvéhelyeken szeretik élni az

életliket. Maganyos allatok kozé tartozik, esetenként

el6fordulhat, hogy parban vannak. F6ként éjszakai

(Forrds: Internet 13.)
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életet él. Szabadban 12-15 évet élhet, de fogsdgban pl: allatkertben sokkal tovabb is tud élni,

jellemzéen mint minden mas allat is. Rovarokat, névényeket, gyikokat és békakat fogyaszt. (13.

abra)

Kétpupu teve (Camelus bactrianus)

14.abra: Camelus bactrianus

(Forras: Internet 14.)

Patdasok csoportjaba, tevefélék csalddjaba
tartozik. Szeret vandorolni, homokos és sziklas
terlileteke kedveli, siksagon és hegyvidéken is
elél. Vandorlasuk soranviz kozelségébe mennek.
Csordaban élnek, a kivalasztott him vezeti a
csordat. Alapvetéen novényevs, de ha
raszorulnak, akkor kisebb tetemeket s

megesznek. Nem éjszakai allat, nappal éli az

életét. Viz nélkul is tud élni, akdr honapokig is, de ehhez j6 sokat kell inniuk az adandé

alkalommal. 50 évig is élhetnek. (14. abra)
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3. Alkalmazott mddszerek (Anyagok és modszerek)

3.1. Anyagok

3.1.1. Tejsavbaktériumok

Kilonboz6 allatok Urilékébdl izolalt tejsavbaktériumokat hasznaltam a kisérleteimhez. A

torzsek glicerines oldatban -80 °C-on voltak tdrolva. Random maddon, az izoldatumok szdmkddja

alapjan valasztottam ki a kisérletbe bevonni kivant térzseket.

Mindegyik allatbdl izolalt térzsek kozil 5-6t terveztem kivalasztani, de szdmos torzs nem éledt

fel, nem szaporodott fel tobbszori leoltds utan sem, amelyek helyett Ujabb izoldtumokat

valasztottam annak érdekében, hogy 40 torzset tudjak megvizsgalni. Osszesen 88 torzset

probaltam feléleszteni, végil 41 torzset hasznaltam fel a vizsgalatokra. A felhasznalt torzsek az

1.-9. tablazatokban lathatok.

Sisakos Kazuar

SK 19 Lactobacillus salvarius
SK 65 Lactobacillus fermentum
SK 35 Enterococcus hirae

SK 64 Lactobacillus fermentum
SK 57 Enterococcus faecalis

Mohrr Gazella

1.tablazat: Sisakos kazuarbdl izoldlt torzsek (Forras: sajat munka)

MG 11 Enterococcus mundtii

MG 30 Pediococcus acidilactici
MG 7 Pediococcus lolii

MG 84 Pediococcus acidilactici
MG 97 Enterococcus casseliflavus

Nyugati Sziirke Oriaskenguru

2.tablazat: Mohrr gazelldbdl izolalt térzsek (Forrds: sajat munka)

OK 10 Enterococcus hirae

0K 31 Enterococcus casseliflavus
oK 41 Enterococcus faecalis

OK 58 Enterococcus mundtii

0K 70 Enterococcus faecalis

3.tablazat: Nyugati szlirke driaskengurubdl izolalt torzsek (Forrds: sajat munka)
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Aldabrai Orias Teknds

AT 70 Lactobacillus brevis

AT 49 Weissella soli

AT 45 Weissella soli

AT 1 Lactobacillus paraplantarum
AT 3 Lactobacillus paraplantarum

4.tablazat: Aldabrai 6rids tekndsbél izolalt torzsek (Forras: sajat munka)

Csupasz Turkalo

CS 97 Enterococcus faecalis
CS 82 Enterococcus faecalis
Cs9a1 Enterococcus casseliflavus
CS 96 Enterococcus faecalis
CS4 Enterococcus faecalis

5.tablazat: Csupasz turkalobdl izolalt térzsek (Forrds: sajat munka)

Széles Szaju Orrszarvu

OR93 Lactobacillus sakei
OR9 Enterococcus hirae
OR79 Lactobacillus equi

OR 96 Pediococcus acidilactici

6.tablazat: Széles szaju orrszarvubdl

izolalt torzsek (Forras: sajat munka)

Tarajos Sl

TSB 14 Lactobacillus plantarum

TSB 32 Lactobacillus plantarum
7.tablazat: Tarajos silbél izolalt torzsek (Forras: sajat munka)

Kis Panda

KP 53 Enterococcus faecalis

KP 35 Enterococcus casseliflavus

KP 37 Enterococcus casseliflavus

KP 48 Enterococcus faecalis
8.tablazat: Kis pandabdl izolalt torzsek (Forrds: sajat munka)

Kétpupu Teve

TE 53 Ismeretlen

TE61 Ismeretlen

TE 81 Ismeretlen

TE 80 Ismeretlen

TE 79 Ismeretlen

9.tablazat: Kétpupu tevébdl izolalt torzsek (Forras: sajat munka)
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3.1.2. Célorganizmusok

A gdatolandd organizmusokként harom kilonb6z6 mikroorganizmust, egy penészt, egy
baktériumot és egy éleszt6gombat vdalasztottam, hogy az antimikrobidlis aktivitast minél

széleskorlibben tudjam vizsgalni.

Penész : Aspergillus clavatus B9/6

Megvizsgaltam, hogy a tejsavbaktériumok miként védekeznek a penész ellen. Almardl izolalt

patulin mikotoxin termeld penész.

Baktérium: Escherichia coli O157:H7

Megfigyeltem a tejsavbaktériumok hatasat egy baktériumra is.

Eleszt6: Torulaspora delbrueckii

Végll egy éleszt6t is valasztottam, hogy megnézzem a tejsavbaktériumok gatld

mechanizmusat egy élesztégombara is.

3.1.3. Tapkozegek

A. MRS Tapleves : Kifejezetten a Lactobacillus nemzetség szamara kifejlesztett taptalaj [De
Man et al., 1960], amely azonban alkalmazhaté egyéb tejsavbaktériumok szaporitasara
is. MRS téplevesben tortént a tejsavbaktériumok felélesztése. A tdpkozeget a gyartd
leirasa szerint készitettem el. Autoklavban sterilizaltam 121 °C-on 15 percen keresztiil.

A tapkozeg pontos Osszetétele a 10. tablazatban talalhato.

Tartalom Mennyiség
MRS por 53g
Desztillalt viz 1000 ml

10.tablazat: MRS taptalaj 6sszetétele (Forras: sajat munka)

B. MRS Tapagar: Ugyanugy készil, mint a tdpleves, de agarral van kiegészitve és a

homogenizdlds és az agar olddddsa érdekében autoklavozas el6tt felforraltam.
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Autoklavban sterilizaltam 121 °C-on 15 percen keresztil. A tdpagar pontos Osszetétele

a 11. tablazatban olvashaté.

Tartalom Mennyiség
Agar 15¢g

MRS Broth 55,3 ¢
Desztillalt viz 1000 ml

11.tablazat: MRS tapagar Osszetétele (Forras: sajat munka)

C. Malt Extract Tapagar: Aspergillus penész szamara ajanlott tapagar. Elkészités utan
homogenizaltam, forraltam és sterilizaltam, ugyanolyan korilmények kozott, mint a

tobbi taptalajt. A Malt Extract tapagar 0sszetétele megtalalhato a 12.tdblazatban.

Tartalom Mennyiség
Agar 7,58
Pepton 5g

Malata kivonat 30g
Desztillalt viz 1000 ml

12.tablazat: Malt Extract tapagar 6sszetétele (Forrds: sajat munka)

D. Tapleves az E. coli szamara: Homogenizdltam és 10 ml-ként kémcs6be pipettaztam a
taplevest. Autokldvban sterilizaltam 121 °C-on 15 percen keresztil. A tapleves

Osszetétele a 13. tablazatban megtalalhatd.

Tartalom Mennyiség
Nutrient Broth 6,5g
Desztillalt viz 1000 ml

13.tablazat: Az E. coli tdplevesének Osszetétele (Forrds: sajat munka)

E. Nutrient Tapagar: Homogeniziltam és felforraltam a taptalajt. Autokldvban
sterilizaltam 121 °C-on 15 percen keresztll. A tdpagar Osszetétele lathaté a 14.

tablazatban.

Tartalom Mennyiség
Agar 78
Nutrient Broth 6g
Desztillalt viz 1000 ml

14.tablazat: Nutrient tdpagar Osszetétele (Forras: sajat munka)

F. Tapleves az élesztének (YPD): Homogenizdltam, szétosztottam 10 ml-ként
kémcsovekbe. Autoklavban sterilizaltam 121 °C-on 15 percen keresztil. A 15.

tablazatban megtaldlhaté a Torulaspora delbrueckii szamara elGallitott tapleves

Osszetétele.

23



Tartalom Mennyiség
ElesztSkivonat 10g
Pepton 20g
Dextrose 20¢g
Desztillalt viz 1000 ml

15.tablazat: Az éleszté taplevesének Osszetétele (Forrds: sajat munka)

G. Tapagar az élesztének: Az Osszetétel tartalma a 16. tablazatban lathato.

Tartalom Mennyiség
Agar 15¢g
ElesztSkivonat 10g
Pepton 20g
Dextrose 20¢g
Desztillalt viz 1000 ml

16.tablazat: Elesztének szant tapagar Osszetétel (Forras: sajat munka)

H. Tapleves a gatlé komponensek tapkozegtdl valé fliggésének meghatarozasahoz:
o TSY: Triptont, szdjat és éleszt§ kivonatot tartalmaz (Kezein pepton: 17 g/I,
natrium-klorid: 5g/I, széja pepton: 3 g/l, glikdz: 2,5 g/l, dikdlium-hidrogén-
foszfat.
o MRS tapleves (A. pont, 10. tablazat)
I. Enzim: Pepszin (Sigma-Aldrich, P7012, 2860 U/mg)

J. Fizioldgias séoldat
3.2. Mddszerek

3.2.1. Antimikrobidlis aktivitas vizsgalata kétrétegi agar diffizios spot mddszerrel

Atejsavbaktériumok penész, baktérium és éleszt6 elleni hatasat ezzel a mddszerrel vizsgaltam.
Els6 korben egy proba-vizsgalatot végeztem. Kivalasztottam 4 dllatot és mindegyikbdl 2-2
izolalt tejsavbaktériumot. Felolvasztottam a tapagart, miutan lehdlt kordlbeltl 50 °C-ra,
kiontottem a lemezeket, majd hagytam megszilardulni és minél tobb nedvességet elparologni
a tapkozegbdl. Atoltottam a kivalasztott torzseket friss tdplevesekbe miutdn vortex
segitségével felkevertem a kémcsovek tartalmat, mindegyikb6l 100-100 pl-t oltottam at az
el6z6 atoltasbol. Az atoltds masnapjan feliratoztam a lemezeket, 3 féleképpen cséppentettem
le a torzseket, a 3 kiilonb6z6 mddot a 15. abrdn szemléltetem. Egy petricsészébe csak egy

torzset oltottam le, mindegyiket harom féle mdédon. Az 1. és 2. variaciénal 20-20 ul-t, a 3.

variacional 10-10 pl-t cseppentettem le a torzsekbdl. Szaradast kovetben a lemezeket 37 °C-os
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inkubatorba helyeztem 48 orara. Felolvasztottam a Malt Extract tdpagart, miutan lehdilt
megfeleld hémérsékletre, belepipettaztam a kordbban meghatéarozott spéraszamu (1,8 x 10°
spéra/ml) Aspergillus clavatus B9/6 penész-spdra szuszpenzidbdl 200 pl-t, agy, hogy a
penészsporak végkoncentracidja 103 spdra/ml legyen, dvatosan mozgatva elkevertem
homogenizalas céljabdl, majd raontottem a két napig inkubalddott, tejsavbaktériumokkal mar
leoltott petricsészék felliletére. (A petricsészéket mind feliratoztam, elldttam a megfelel6
datummal és jeldltem rajta a lecsOppentés helyét, minden leoltast fiilke alatt végeztem, a

penész leoltasat pedig lang mellett.)

1. variacio ., e
2. variacio 3. variacio

15.abra: Leoltasi varidcidk (Forrds: sajat munka)

A harom variaciébdl kivalasztottam a legkedvez6bbet a tovabbi kisérletekhez. Harom nap utdn
megmértem a gatlasi zénakat és az alapjan eldontottem, hogy melyik megoldas lesz a jé a
tovabbi kisérletekhez. A legmegfelel6bbnek a 2. mddszer bizonyult. A tovabbi vizsgalatoknal

ugyanezt a mddszert hasznaltam a gatld tulajdonsag megvizsgalasara.

Az E. coli esetében higitasi mddszerrel hatdroztam meg a megfeleld koncentracidt a gatlé hatas
vizsgalatdra, a higitasi sorhoz tartozé adatok megtekinthet6ek az 17. tablazatban. Készitettem
egy 10-szeres, 100-szoros és egy 1000-szeres higitast. A higitasi sort Eppendorf csévekbe

készitettem el, majd petricsészékbe pipettdztam és lemezontést végeztem Nutrient agarral.

Desztillalt viz O ul 900 pl 990 pl 999 ul
E. coli 1000 pl 100 pl 10 pl 1 ul
17.tablazat: E. coli-bdl elGallitott higitasi sor (Forras: sajat munka)
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Az eredmények alapjan a 100-szoros higitast valasztottam a tovdbbi vizsgalatokhoz. Az éleszt6
szamara is készitettem egy higitasi sort, hogy meg tudjam allapitani, hogy a késébbiekben
milyen mennyiségben oltsam le. Készitettem egy 10-szeres és egy 100-szoros higitast. A
higitassal kapcsolatos adatok megtekinthet6ek a 18. tablazatban. A higitasi sor elkészitése utadn

lecsoppentettem 1-1 ml-t a petricsészébe és lemezontést végeztem YPD agarral.

0. 1. 2.
Desztillalt Viz Ol 900 pl 990 pl
Eleszts 1000 pl 100 pl 10 pl

18.tablazat: Torulaspora delbrueckii-b6l el&allitott higitdsi sor (Forras: sajat munka)

3.2.2. A tapkozeg és a szaporodas kérilményeinek vizsgalata az antimikrobialis aktivitasra

A négy kivalasztott torzset elszaporitottam anaerob és aerob korilmények kozott két
kiilonb6z6 téptalajban TSY és MRS tapkozegekben. Az aerob korilmények megegyeztek az
eddigi szaporitasi miveletekkel. Anaerob kdrnyezetet pedig ugy biztositottam, hogy jarokba
helyeztem 6ket, amibe AnaeroGen, anaerob kornyezetet biztositd zsdkokat (Oxoid) helyeztem

és légmentesen lezartam, igy oxigén mentes kornyezetben tudtak névekedni (16 - 19. dbra).

16.abra: Elszaporitott torzs a jarban. (Forras: sajat munka)
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17.abra: Elszaporitott térzsek a jarokban. (Forrds: sajat munka)

- _1'*"’

19.3bra: Torzsek elszaporitasa aerob korilmények kézott: 1.sor: MRS tapkozegben, 2.sor:
TSYE tapkozegben (Forrds: sajat munka)
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3.2.3. Sejtmentes felliltsz6 gatlo aktivitasanak vizsgalata agar-lyuk diffizios modszerrel
3.2.3.1. Feliiluszo készitése

Fellluszot készitettem a mintakbdl (SK35: aerob MRS, anaerob MRS, aerob TSY, anaerob TYS;
OK70: aerob MRS, anaerob MRS, aerob TSY, anaerob TSY; OK41: aerob MRS, aerob TSY,
anaerob TSY). Mindegyik mintabdl kimértem 50-50 ml-t centrifugacsévekbe 20. abran lathaté.
Centrifugdltam 4000 rpm-en, 4°C-on 20 percen keresztlil a mintdkat, hogy megkaphassam a
felliluszét. A centrifugdlds utan dvatosan ledntottem a kapott sejtmentes fellldszét Gjabb
centrifuga csovekbe, hogy a lelilepedett sejt ne keriljon at a felliliszéba. A felllUszéban
talalhato, a sejtek altal esetlegesen kivalasztott enzimek inaktivalasa érdekében a mintdkat
80°C-os vizflird6ben h6kezeltem 10 percen keresztil. A felliliszékat steril 0,22 pum-es sz(rdn,

fecskend6 segitségével atszlrtem.
3.2.3.2. Agar-lyuk diffuziés modszer

A penész és az E. coli szdmdra felolvasztottam a tdptalajt. Az E. coli taptalajabdl 500 ml-t
készitettem, amibe 10 ml E. coli-t pipettdztam. A penész taptalajpa 1 ml penész sporat
pipettdztam, ami 500 ml volt szintén. Enyhe rdzogatassal elegyitettem a spdrdkat és a
baktériumot a tapkdzegekkel. 20-20 lemezt Ontdttem a vizsgalt mikroorganizmusokkal beoltott
taptalajokkal, megszdradds utan mindegyikre 4 lyukat furtam egy 10 mm atmérgji steril
lyukfdréval, majd mindegyik lyukhoz tarsitottam megfelel§ feliratot. A kifurt lyukakba
belepipettdaztam a felirathoz tartozé sejtmentes felllusz6 mintabdl 100 pl-t. 4°C-ra

behelyeztem a hitébe a mintakat, a jobb diffundalds érdekében 10 percre, majd a 10 perc
lejarta utan inkubdtorba tettem Gket (penész esetén 25 °C-ra, az E. coli esetén 37 °C-ra). A

gatlas mértékét a lyukak kordl kialakuld feltisztuldsi zéna nagysagabdl hataroztam meg. A
gatlasi zéna gydrljének szélességét a lyuk szélét6l mért tavolsaggal, mm-ben kifejezve

hatdroztam meg.
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20.abra: Fellliszok készitése (Forras: sajat munka)

3.2.4. A pH hatasanak vizsgdlata a sejtmentes feliiliszo gatlé aktivitasara

A mintaknak megmértem a pH-jat, majd beallitottam 7 + 0,2 értékre 4 M NaOH oldat
segitségével. A mlszert hasznalat el6tt kalibraltam, az elektrodat minden mérés utan
lemostam. A mintdkat fecskend@szirén (0,22 um) sterilre szlirtem. A mintdk vizsgalatat az

agar-lyuk diffuzids médszerrel a 3.2.3.2. bekezdésben leirtak szerint végeztem el.
3.2.5. Toményitett felliliszo gatlo aktivitasanak vizsgalta

Liofilizaltam a feltiliszokat (Christ Alpha 1-4, Martin Christ GmbH, Németorszag) 15 ml-enként,
majd a liofilizalt felliluszokhoz 1,5 ml desztillalt vizet adagoltam, hogy feloldjam benne a
vizmentes komponenseket. Feloldas utdan eppendorf csévekbe pipettaztam at 6ket. 250 ml E.
coli szamara alkalmas tapkozegbe 2,5 ml E. coli-t adagoltam, a penésznek Gsszedllitott MEA
taptalaj 250 ml volt, amibe 0,3 ml penész spérat tettem. Mindkett6 leoltott tapkodzeget
elegyitettem enyhe razogatassal. 24 lemezt 6ntottem le, 12 lemezt a penésznek, 12 lemezt az
E. coli-nak. A megszaradt lemezekbe 4-4 lyukat furtam egy 10 mm atmérdgjd steril lyukfurdval,

a lemezeket feliratoztam, és a megfelel6 felliluszobdl 100 ul-t pipettaztam az adott lyukba.

3.2.6. Tejsavbaktérium sejtek kézvetlen hatasanak vizsgalata penészre kétrétegili agar-

madszerrel

10-szeres, 100-szoros, 1000-szeres és egy 10 000-szeres higitast és azokbdl lemezontést
végeztem tejsavbaktériumokkal MRS agar alkalmazdsdval, hogy megvizsgdliam a sejtek
kdzvetlen hatdsat a penész szaporodasara. Minden torzsbdl készitettem egy higitasi sort,

minden higitashoz tartozott egy parhuzamos, illetve még 2 kontroll lemezt (csak MRS agar) is
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leoltottam. A lemezek megszilarduldsa utan, raontottem a penész szamara elGallitott agart

(MEA), majd annak megszilarduldsat kovetéen a penész-spdra szuszpenziobol 10 pl-t
csOppentettem minden Petri-csésze kozepére. A lemezeket 25 °C-os inkubatorba helyeztem és

egy-két naponta mértem a kialakuld penésztelep atmérgjét.
3.2.7. Fehérjebonto enzimes kezelés hatasa a gatlo aktivitasra

2 mg pepszint 200 ul desztillalt vizben feloldottam. A toményitett felliluszéval végzett gatlasi
vizsgalat eredményei alapjan az SK35 és az OK70-es torzzsel dolgoztam tovabb, mindkett6bdl
csak az MRS taptalajon aerob és anaerob koriilmények kozott elszaporitottal végeztem a
kisérletet. Mivel az E. coli mutatta a legnagyobb érzékenységet a fellilisz6 komponenseivel
szemben, csak az E. coli-t vizsgaltam a tovabbiakban. Mindegyik felliliszébdl 500-500 pl-t
kimértem 1-1 eppendorf cs6be. A feliiliszékhoz adtam az enzimoldatbdl 50-50 pl-t és
betettem 6ket 37 °C-ra az inkubatorba 2 éra hosszara. A pepszin nélkili kontroll-feltluszdkat is

higitottam hogy egységesen higitva legyenek a mintak. A két 6ras inkubaciét kdvetéen az
enzimet 80 °C-os 1 perces hékezeléssel inaktivdltam, majd leh(tottem. 250 ml Nutrient

tapagarba 2,5 ml E. coli-t adtam és elegyitettem. Kiontdéttem vele 4 db lemezt, amibe
megszaradas utan 4-4 lyukat furtam, ellattam felirattal, és bele pipettdztam 100-100 pl-t az

pepszin nélkili és az enzimkezelt feltluszokbdl. Mindegyikbdl 2 parhuzamost készitettem.
3.2.8. Sejtmembran-permeabilitasi vizsgalat
A vizsgdlathoz a kovetkez6 Osszetétel(i mintakat allitottam dssze:

e 2,5-2,5ml6 dbfeltliszo (SK35, OK41, OK70 -aerob/anaerob) +2,5 ml E. coli
e 2,5mlfizsé +2,5 ml E. coli

e 2,5mlMRS+2,5mlE. coli

e 2,5-2,5ml6db fellldszé + 2,5 ml fizsod

Ezeket az oldatokat 15 ml-s centrifugacsévekbe mértem ki, egyes mintdkbdl 2 parhuzamost,
mas mintdkbdl 4 parhuzamost készitettem, mindegyik mintat 2-szer készitettem el, mert O.
pillanatban mért és egy 2 6ras mintat is Osszedllitottam. A 2 6ras mintakat 37 °C-ra
elémelegitett vizfirdGbe helyeztem, 2 érara. A mintak masik felét centrifugaltam 4000 rpm-
en, 10 percen keresztil 15 °C-on. A centrifugalds kovetkeztében létrejott felliliszokat

atontottem kivettakba és lemértem 260 és 280 nm-en is spektrofotméter segitségével
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(Thermo Scientific NanoDrop) az abszorbancia értékiiket Zhou és munkatarsai (2022) alapjan.
A két dra leteltével, ugyanilyen korilmények kozott szintén lecentrifugdltam a 2 érds mintakat

is és szintén megmértem az abszorbanciajukat.

31



4.Eredmények és értékelésiik

4.1. A valogatott, egzotikus allatokbdl izoldlt tejsavbaktérium torzsek antimikrobialis

aktivitasa

A torzsek gatldsardl a mérési eredményeket a 19. tablazatban foglaltam 6ssze h6térkép
formajaban, ami segitségil szolgalt a soron kdvetkez6 vizsgalatokhoz a megfelel§ torzsek

kivalasztasaban.

Penész | Eleszt6 | E.Coli
SK19 5 N 6,7
SK65 6 N 5,54
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KP53
KP35
KP37
KP48
TE53
TE61
TE81
TE80
TE79

19.tablazat: HStérkép a tejsavbaktériumok gatldsairdl mm-ben kifejezve Aspergillus
clavatus-szal, Escherichia coli-val és a Torulaspora delbrueckii-vel szemben. (Jel6lés: N-nem
vizsgdltam az adott mikroorganizmusra.) (Forras: sajat munka)

A penésszel szembeni gatld hatds nem jelentkezett sok torzsnél. Az éleszt6re semelyik tejsav
baktérium nem mutatott gatlo aktivitast, ebbdl kifolydlag nem hasznaltam a késébbi kisérletek
soran. Az E. coli-t gatolta a legtdbb tejsavbaktérium, tehat a kivalasztott baktériumot tudtdk
legjobban gatolni. Altalanos gatld aktivitasra vonatkozd kovetkeztetést azonban nem lehet
levonni az eredmények alapjan. A késGbbi kisérletek megvaldsitasahoz probaltam olyan
baktériumokat valasztani, melyek E. coli és penész ellen j6 gatld aktivitdst mutattak, sajnos
azonban volt olyan tbérzs a kivalasztottak kozott, amelyet a tovabbi kisérletek soran nem

tudtam feléleszteni és Ujra elszaporitani, széval egy kevésbé j6 gatld torzset kellet valasztanom.

A hétérkép alapjan az OR79; OK41; SK35; OK70 torzseket valasztottam. AZ OR79 kivételével az
Osszes torzs az Enterococcus nemzetségbe tartozik, az OR79 pedig a Lactobacillus
nemzetségbe. Az aerob és anaerob korlilmények kozotti elszaporitas utan, sajnos az OR79
torzzsel nem jartam sikerrel, nem nagyon akart Ujra elszaporodni, emiatt nem vizsgaltam
tovdbb, az OK41-es torzs pedig MRS taptalajon, anaerob korilmények kozott szintén nem

szaporodott el, igy azt sem tudtam a fellluszok tekintetében vizsgalni.

A végs6 kivalasztott torzsek a 20. tablazatban lathatok:

Torzsek
SK 35 Sisakos kazuar
0K 70 Szirke 6ridskenguru
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oK 41 Sziirke ériaskenguru
OR79 Széles szaju orrszarvu
20.tablazat: A kivalasztasra keriilt torzsek (Forrds: sajat munka)

A 21.- 24. 3brdn az Aspergillus clavatus-szal, E. coli-val és Torulaspora delbrueckii-vel szemben

végzett kisérletek eredményeibdl |athaté egy-egy példa.

23.abrak: E. coli-val szembeni gatlas (Forrds: sajat munka)
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24.3brak: Torulaspora delbrueckii-vel szembeni gatlds (Forrds: sajat munka)

4.2. Kiilonb6z6 szaporodasi tényez6k hatasa a feliiliszoba kivalasztott gatlo komponensekre

Eredeti pH értékek: A 21. tdblazatban lathatdak a lemért pH értékek a bedllitas el6tt.

MRS TSYE
Anaerob |Aerob |Anaerob |Aerob
4,34 4,34 4,82 4,81 | OK70
N 5,14 4,81 4,83 | OK41
3,83 3,81 4,96 4,91 | SK35

21.tablazat: Az felliluszok eredeti pH értékei. (Forras: sajat munka)

A) Paros minta statisztika

Std. Error

Mean | N [Std. Deviation Mean

Pair 1 OK70MRSAe| 28067| 3 ,056536 ,032641
SK35MRSAe | 43333 3 ,057735 ,033333

Pair 2 SK35MRSAe | 43333 3 ,057735 ,033333
SK35MRSAn | 40833 3 ,028868 ,016667

A) Pdros T-préba

Paired Differences

df
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95% Confidence
Interval of the

SK35MRSAnN

Std. Difference
Std. Error Sig. (2-
Mean [Deviation] Mean | Lower Upper tailed)
Pairl — OK70MRSAe - 152667| 067796 | 039142 |- 321082 015749 [-3.900 2 | 060
SK35MRSAe ‘ ‘ ‘ ' ‘ ' '
Pair 2 SK35MRSAe -
1025000 ,086603 | ,050000|-,190133| 240133 | 500 | 2 | 667

122 Tablazat. Az eredeti felulUszok E. coli-ra kifejtett gatldsi aktivitdsanak (feltisztulasi zéna,
cm) statisztikai kiértékelése A) Paros minta statisztika, B) paros T-préba (Forras: sajat munka)

A statisztikai probabdl megallapithatd, hogy nincs szignifikdns kilonbség (p < 0,05) sem az
egyes torzsek (OK70, SK35) feltluszdinak gatld aktivitdsa, sem az SK35 torzs MRS-en aerob és
anaerob korilmények mellett termelt gdtlé komponenseinek aktivitdsa kozott. Tehat a
szaporitas koriilménye nem befolyasolta a termelt antimikrobidlis komponensek gatld
aktivitasat.

A statisztikai kiértékelést SPSS Statistics (Version 22, IBM Corporation) programmal végeztem.

A penész esetében nem tapasztaltam gatlast, az errdl késziilt fénykép a 26. abran lathaté.
Emiatt a kovetkezd lépésben szerettem volna megvizsgdlni a felliliszok penésszel szemben
gatlod aktvitasat, olyan médon, hogy toményitem a fellluszét, hatha mutatnak gatld hatast, ha
a kivalasztott gatldé komponensek nagyobb konventracidban vannak jelen. Az E. coli-val
szemben szép gatlasi zondkat tudtam mérni, de csak a MRS tdaptalajon termeltek
antimikrobialis anyagokat, a TSYE tapkodzegben sajnos nem, ebbél arra tudtam kdvetkeztetni,
hogy van jelentGsége a tdpkozegnek a gatlasi zondk kialakuldsdban. A torzsek kozott egyediil
az OK41 nem volt képes gatldsra az E. coli-val szemben, az errdl késziilt foté a 25. dbran lathato.

A gatldsi zonak értékeinek statisztikai kiértékelését a 22. tablazat mutatja be.

1 OK70MRSAe: az OK70-es torzs feltltiszéja MRS-en, aerob koriilmények kozott szaporitva, SK35MRSAe: az
SK35-06s torzs feltliszoja MRS-en, aerob koriilmények kozott szaporitva, SK35MRSAN: az SK35-0s torzs
felliluszdja MRS-en, anaerob korilmények kézott szaporitva.
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25.abra: Gatlasi zéndk az E. coli-val szemben az eredeti toménységu fellliszéval (Forras:
sajat munka)

26.3abra: Sikertelen gatlds az Aspergillus clavatus-szal szemben az eredeti toménységu
felGiluszéval (Forras: sajat munka)

4.3. A pH hatdsa a feliiliszoba kivalasztott gatlé komponensekre

A pH bedllitott kdrnyezetben nem tapasztaltam gatlast, tehat a pH-nak hatdssal kell lennie a
gatlé anyagra, hiszen a pH beallitottaknal nem alakult ki gatlasi zéna, viszont azokndl a
mintaknal, ahol nem allitottam be a pH-t, hanem meghagytam az eredeti formaban, ott gatlasi
z6ndk alakultak ki. Feltételezni lehet, hogy a gatlé6 komponens savas kornyezetben m(ikodik

vagy az alacsony pH okozta a gatl3st.

4.4. Toményitett felliltiszo gatlo aktivitasa

A) Paros minta statisztika

Std. Std. Error
IMean N |[Deviation|Mean

[Pair1  OK70MRSAe |6133 3 [02517 |01453

OK70MRSANn |,7633 3 |13503 07796

Pair 2 SK35MRSAe |1,4700 |3 |26000 |15011
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sk35MRsAn  |1,4633 B |13503 |07796
lPair 3 ok70TSYEAe |2867 B |o1528 |o00882
OK70TSYEAn |2800 |3 |02000 |01155
lpaira ok70MRsae |6133 B |02517 |01453
Sk35MRSAe |1,4700 B |26000 |15011
lPair5 ok70MRsan |7633 B |13503 |07796
sk35MRSAn  |1,4633 [ 13503 |07796
lpair6 ok70MRsae |6133 B |02517 |01453
OK70TSYEAe |2867 |3 |01528 |00882
lPair 7 ok70MRsan |7633 B |13503 |07796
OK70TSYEAn |2800 |3 |02000 |01155
B) Paros T-préba
Paired Differences
95% Confidence
Interval of the .
Std. Difference Sig.
Deviatio | Std. Error (2-
Mean n Mean Lower Upper t df [tailed)
Pair 1 OK70MRSAe -
-15000 | ,11000 | ,06351 |-42326| ,12326 |-2,362| 2 | 142
OK70MRSAN
Pair 2 SK35MRSAe -
00667 | 12503 | ,07219 |-30393| 31727 |,092| 2 | ,935
SK35MRSAN
Pair 3 OK70TSYEAe -
air € 00667 | 00577 | ,00333 |-00768 | ,02101 |2,000| 2 |,184
OK70TSYEAN
Pair 4 OK70MRSAe -
ar € - 85667 | ,28501 | ,16455 |-1,56468| -,14865 |-5206| 2 | ,035
SK35MRSAe
Pair 5 OK70MRSAN -
ar " -70000 | ,27000 | ,15588 |-1,37072| -,02928 |-4,491| 2 | o046
SK35MRSAN
Pair 6 OK70MRSAe - 49,00
ar © 32667 | ,01155 | ,00667 | 29798 | 35535 |"°| 2 | 000
OK70TSYEAe 0
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Pair 7 OK70MRSAnN -

,48333 | ,11504 | ,06e642 | ,19757 | ,76910 |7,277| 2 | ,018
OK70TSYEAN

223 Tablazat: A tdményitett felliluszok E. coli-ra kifejtett gatlasi aktivitdsdnak feltisztuldsi
zéna, cm) statisztikai kiértékelése A) Paros minta statisztika, B) paros T-préba (Forras: sajat
munka)

A toményités hatasara mar jelent6s kiilonbségeket tapasztaltam a mintdk gdtldé aktivitasa
kozott. A statisztikai probdbdél megallapitottam, hogy a gatlas mértékében szignifikans
kilonbség (p < 0,05) van az egyes torzsek kozott (OK70, SK35), mind az aerob és anaerob
szaporitas mellett, amelyek koziil az SK35 torzs mutatott jelent6sebb gatlé aktivitast. Valamint
szignifikdns kilonbség van az egyes taptalajok kozott (MRS, TSYE) is, ahol az MRS-en jelent6sen

tobb antimikrobidlis gatlé komponens képz6dott. Mig a szaporodds anaerob illetve aerob

korilménye nem befolyasolta szignifikdnsan a termelt gatlé komponenseket.

27.3bra: Gatlas az E. coli-val szemben téményitett és liofilizalt feltluszoval (Forras: sajat
munka)

2 OK70MRSAe: az OK70-es torzs feliiliszéja MRS-en, aerob koriilmények kdzott szaporitva, OK70MRSAN: az
OK70-es torzs fellluszdéja MRS-en, anaerob koridlmények kozott szaporitva, SK35MRSAe: az SK35-0s torzs
feltliszéja MRS-en, aerob kérilmények kozott szaporitva, SK35MRSAN: az SK35-0s torzs feliiliszéja MRS-en,
anaerob korilmények kozott szaporitva, OK70TSYEAe: az OK70-es torzs felliliszéja TSYE-on, aerob korilmények
kozott szaporitva, OK70TSYEAN: az OK70-es torzs felliluszéja TSYE-on, anaerob koriilmények kozott szaporitva.
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A penész ellen az allatokbdl izolalt tejsav baktériumok toményitett fellliszdi esetében sem
kaptam gatlé aktivitast. Az E. coli esetében viszont természetesen hatékonyabb gatlast
tapasztaltam 0Osszességében, mint az eredeti fellliszd vizsgalatanak folyaman. Az
eredményekrél fénykép lathaté a 27. abran. A toményitett feltiliszok mért eredményeinek

statisztikai kiértékelése E. coli-ra a 23. tablazatban lathaté.

4.5. Kiilonb6z6 koncentracidju tejsavbaktérium sejtek kozvetlen hatasa az A. clavatus penész

szaporodasara

Az Osszes torzsr6l elmondhatd altalanossagban, hogy egészen a 9. napig szépen gatolta a
penész gombat, az utolsé vizsgalati napon pedig, ami a 14. nap volt, a penész telep mérete alig
nétt. OK41-es térzsnél az egyik 100-szoros (10° baktérium/petricsésze) és 10-szeres (107
baktérium/petricsésze) higitasnal a 9. napon mar nem tapasztaltam a penész-telep

novekedését. A 32. abran lathatd néhdny példa a masodik napi tenyészetekrdl.

e Tizszeres higitds eredményeibdl azt lathatjuk (28. dbra), hogy ennél a higitasnal az az
Enterococcus faecalis, OK41 torzs-nek volt a leghatékonyabb a gatlasa, de kiugré
értékek nem tapasztalhatdak egyik torzs esetében sem. A 14. napon mar szinte egybe

esik az 6sszes penésztelep mérete.

Tizszeres higitas (107 baktérium sejt /petricsésze)

4,5
— 4
5
=35
Q
T 3
NG
€ 25 P Controll
v
Q
S 2 = 0K70 10x
% 1,5 0K41 10x
wv
e 1 / SK35 10x
Q
a 05
0

2 4 7 9 14

Napok szama

28.abra: Kozvetlen gdatlas eredményei tizszeres higitassal Aspergillus calavatus ellen. (Forras:
sajat munka)

40



Szazszoros higitas eredményi a kovetkez6képpen alakultak az Enterococcus faecalis-
OK70 torzs részérdl: a 7.napig nétt a telepek mérete, a 7. nap utan a ndvekedést
folyamatos csokkenés jellemezte. Az Enterococcus hirae SK35 esetén ezzel szemben,

pedig pont, hogy a napok el6rehaladtdval n6tt a penésztelep mérete (29.abra).

Szazszoros higitas (10° baktérium sejt /petricsésze)
4,5

3,5 e

3 —
2,5 Controll

2 e OK70 100x
1,5 OK41 100x

1 / SK35 100x

0,5

Penész telepek mérete [cm]

2 4 7 9 14

Napok szama

29.4bra: A kozvetlen gatlas eredményei szdzszoros higitassal Aspergillus calavatus ellen.

(Forras: sajat munka)

Az ezerszeres higitasnal, azt tapasztalhatjuk, hogy a 2. és 4. napon egymassal
parhuzamosan néttek a penésztelepek méretei. Az SK35 torzs egyik mintaja esetén a
penésztelep mérete viszont a 4. nap letelte utan ellépett a tobbi torzst6l, majd az OK70-
es torzs esetén csOkkent a novekedés, a 9. nap utan viszont Ujra novekedést
tapasztalhattunk. A t6bbi toérzs egymdssal pdrhuzamosan gatolt tovabb. Az

eredmények a 30. dbrardl olvashatdak le.
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Ezerszeres higitas (10> baktérium sejt /petricsésze)

\
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7 9 14
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30.4bra: A kozvetlen gatlas eredményei ezerszeres higitassal Aspergillus calavatus ellen.
(Forras: sajat munka)

e A 31. dbrdn lathatdak a tizezerszeresen higitott baktériumok eredményei, az OK41-es
torzs els6 mintdjanak penésztelep nodvekedése jelentGsen eltér a tobbitél, neki a
legnagyobb a telepatmérGje, majdhogynem végig. Az OK70-es és SK35-0s torzsek

esetén nagyjabodl ugyanazon az értékeken mozogtak a telepatmérsk.

Tizezerszeres higitas (10* baktérium sejt /petricsésze)

4
— 3,5
g e
g 3
5 2,5
€ Controll
~ )
(0]
S = 0K70 10000x
o 15
= e OK41 10000x
2
% S SK35 10000x
a 05

0

2 4 7 9 14

Napok szama

31.4bra: A kozvetlen gatlas eredményei tizezerszeres higitassal Aspergillus calavatus ellen.
(Forrds: sajat munka)
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_ S

32.3bra: Gatlas az Aspergillus clavatus-szal szemben kétrétegli agar médszerrel (1.napos
tenyészet) (Forrds: sajat munka)

4.6. Fehérjebonto enzimes kezelés hatasa a gatld aktivitasra

Az eredményekbdl latszik, az SK35-0s torzsnél nincs szignifikdns kiilonbség az aerob, az
anaerob, a pepszinnel kezelt és az eredeti felllUszd gatlasi aktivitasa kozott (24., 25. tablazat).
A fehérjebonté enzimmel torténd kezelésnek nem volt jelentés hatdsa a gatldas mértékére,
amibél megdllapithatd, hogy a gatlé komponens nem fehérje-jelleg(i. A gatlasra példa lathato

a 33.4bran.

SK35 0K70
Aerob | Anaerob | Aerob | Anaerob
Eredeti 0,44 0,465 0,395 0,435
Pepszines| 0,42 0,53 0,42 0,365

24 .tablazat: A pepszinnel kezelt és nem kezelt felliluszok gatlasi zonainak (cm) atlaga (Forras:
sajat munka)

SK35 OK70
Aerob Anaerob | Aerob Anaerob
Eredeti |0,014142|0,106066 | 0,007071 | 0,007071
Pepszines | 0,014142 | 0,056569 | 0,056569 | 0,035355

25.tablazat: A pepszinnel kezelt és nem kezelt felliluszék gatlasi zondinak (cm) szérasa
(Forras: sajat munka)
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33.abra: Gatlasi zonak pepszinnel kezelt és enzimmel nem kezelt felliluszékkal E. coli-val

4.7.

szemben. (Forras: sajat munka)

Feliiluszok sejtmembran permeabilitasra kifejtett hatasa

Mivel az olyan gdatlé anyagok, mint pl. a bakteriocinek a sejtmembran
permeabilitdsat valtoztatjdk meg, illetve a szerves savak disszociadlatlan molekulai
is a hatassal vannak a memran permeabilitdsara [Alakomi et al., 2000], kisérletem
soran arra kerestem a valaszt, hogy a sejtmentes felliliszéban talalhatd gatlo
anyagok milyen hatdssal van az E. coli sejtmembranjanak permeabilitasara.

Ehhez vizsgadltam az E. coli-bdl kidramlé 260 és 280 nm-es UV-abszorbens
anyagokat, ami a membranok megvaltozasara utal [EI-Nakeeb et al., 2011].

Az eredmények azt mutattdk, hogy az alkalmazott feliliszd mennyisége, ardnya
(1:1) a sejtszuszpenzidhoz képest, illetve az alkalmazott kezelési id6 esetén nem
volt kimutathatd valtozds a 260 és 280 nm-en mért abszorbancia értékekben,
ezaltal az E. coli sejtmembranjanak permeabilitdsdban. Egyediil az E. coli fizioldgids

sooldattal torténd kezelése soran valtoztak az abszorbancidk, csékkend irdnyban.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A vizsgdlt 41, allatkerti allatbdl izolalt tejsavbaktérium kozott szamos olyan torzset talaltam,
amelyik jé antimikrobidlis tulajdonsdagot mutatott a vizsgalt penész, illetve baktériummal
szemben, azonban egyik sem rendelkezett olyan altalanosan jé antimikrobidlis tulajdonsaggal,
ami széles korben alkalmazhatévd tenné. Azonban az elmondhatd, hogy a legjobb

antimikrobialis aktivitast az Enterococcus nemzetségbdl szarmazd hdrom toérzs mutatta.

Azok az anyag/anyagok, amiket a tejsavbaktériumok termeltek, kisérleteimben
bebizonyosodott, hogy nem voltak gatlé hatdssal az Aspergillus clavatus-szal szemben, hiszen
a baktériumok csak jelenlétiikben gatoltak az Aspergillus clavatus-t, a felliszé ellenben nem.
Az Escherichia coli esetében a gatld hatdst okozo termékek a fellluszéban talalhatéak, minden
kisérlet soran akadt olyan tejsavbaktérium a szelektdlt négy torzs kozll, amelyik szép gatlasi
z6nat alakitott ki, egyedil a pH bedllitott felliluszokndl nem alakult ki gatldsi zona, ami arra
utal, hogy a savhatds befolyasolja a gatlasi képességet és nem fehérje jellegli a gatld
komponens. A Torulaspora delbrueckii-t egyik tejsavbaktérium altal termelt komponens sem

volt képes gatolni.

A felliliusz6 pH értéke (SK35MRSAn: 3,83, OK70MRSAn: 4,34) és gatld aktivitdsanak
(SK35MRSAnN: 0,425 cm; OK70MRSAN:0,325 cm) mértéke kozott 6sszefliggés van, ami a gatléd

komponens pH fliggésére, valdszinlleg a termelt savak mennyiségére és milyenségére utal.

Mindenképpen javasolndm a szelektalt, j6 gatld hatdssal rendelkezd torzsek altal termelt
komponensek behatébb vizsgalatat. Az eredmények alapjan a kovetkezd kisérleteket
végezném még el:
- HPLC segitségével azonositanam a tejsavbaktériumok altal termelt komponenseket.
- Széleskor(ibb gatld aktivitas vizsgalatot végeznék tobb mikroorganizmussal szemben
- Penész esetében a meghatdrozott komponensekre nézve, Ujra elvégezném a
vizsgalatot, csak specifikusan vizsgdlndm a gatlé hatast, hiszen itt mar ismerném a

tejsavbaktériumok daltal termelt termékeket és azoknak a koncentracidjat.
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Vizsgalataimba bevont, kiilonb6z6 allatokbdl izoldlt tejsavbaktériumok gatlo hatasat eddig csak
penészgombakra vizsgdltdk, baktériumra és éleszt6re kifejtett hatdsukat eddig még nem

kutattak, ezért vizsgalataim egyedilalléak és eredményeim Uj tudomanyos jelleggel birnak.
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6. Osszefoglalas

A kisérleteim arra iranyultak, hogy megnézzem az Adllatkerti allatokbdl szarmazé
tejsavbaktériumok hogyan hatnak az Aspergillus clavatus , Escherichia coli és a Torulaspora
delbrueckii mikroorganizmusokra, megvizsgaliam a kilonb6z6 tejsavbaktériumok

antimikrobidlis hatasait

A kisérletek elsé felében, 40 tejsavbaktériumot probaltam feléleszteni éselszaporitani, amiket
random maddon, véletlenszerlien valasztottam ki, majd megvizsgaltam az Aspergillus clavatus-
al, Escherichia coli-al és a Torulaspora delbrueckii -vel szemben, fejtenek-e ki valamilyen

antimikrobialis hatast amivel tudjak gatolni valamelyik mikroorganizmus szaporoddsat.

A kisérleteim masodik felében 4, legjobb gatld aktivitdssal rendelkezé
mikroorganizmust kivalasztottam tovabbi kisérletekre egy hGtérkép segitségével, amelyek a
kovetkezSk voltak: SK35: Enterococcus hirae; OK70: Enterococcus faecalis; OK41: Enterococcus
faecalis; OR79: Lactobacillus sakei. A kivalasztott tejsavbaktériumokat két kilonb6zé
taptalajon (TSYE, MRS), aerob és anaerob kornyezetben is elszaporitottam, hogy megnézzem,
hogy a tapkozegek illetve a kérnyezet befolyasolja-e az antimikrobidlis hatdst. Tobbféle
vizsgalatot is végeztem, hogy megnézzem pontosan mi okozza az antimikrobidlis hatast. Elsé
[épésként sejtmentes felliluszét készitettem, egy 10 perces 80°C-os vizflird6be helyeztem ket
utdna a feltluszdékat leszlirtem 0,22 pum-es fecskend@szlir6n. Megmeértem az 6sszes mintanak
a pH-jat és bedllitottam 6,8-7 kozotti pH értékre. Az eredeti és pH beallitott felliliszék gatld
hatdsat agar-lyuk diffuzidos modszerrel mértem. Liofilizaltam a felliliszokat és toményitettem,
hogy megnézzem igy is a tejsavbaktériumok feliiliszdinak antimikrobialis hatasat. A
tejsavbaktériumok kozvetlen gatld aktivitasat is megvizsgaltam penészre egy kilon kisérletben,
amelynek soran négy kilonboz4 higitast készitettem (10x-es; 100x-os; 1000x-es; 10000x-es), a
vizsgalatot kétrétegl agar modszerrel végeztem el. A penésztelepek méretét lemértem
masodik, negyedik, hetedik, kilencedik és a tizennegyedik napon is. Végeztem egy
fehérjebontd enzimes kezelést is a fellilisz6kon, hogy megnézzem, hogyan hat a gatld
aktivitasra, ezt a vizsgalatot mar csak E. coli-val végeztem el, mert a tejsavbaktériumok altal

termelt komponensekkel szemben a legnagyobb érzékenységet ez a mikroba mutatta. Az
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enzimes kezelést pepszinnel végeztem, a gatld aktivitast agar-lyuk diffuziés madszerrel
mértem. Az utolsé vizsgalat soran, sejtmembran-permeabilitds vizsgdlatot hajtottam végre,
ahol az E. coli-bol kidramldé 260 és 280 nm-es UV-abszorbens anyagokat mértem, ami a

membranok megvaltozasara utal.

A penésszel kapcsolatos eredmények azt mutattdk, hogy a tejsavbaktériumok nem a
felliluszéba valasztottak ki az antifungalis gatld anyagot, hanem kozvetlendil fejtették ki a gatld
hatasuk. Ezzel szemben a baktériummal szembeni gatlé aktivitas a felliliszoban mutatkozott
és az eredmények alapjan kovetkeztethetlink arra, hogy a sav hatds, a termelt savak

mennyisége és milyensége az, ami befolyasolja az antimikrobialis hatast.
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