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1. BEVEZETES

A probiotikumok €16, nem patogén mikroorganizmusok, amelyek megfelelé mennyiségben
fogyasztva jotékony hatasuak a gazdaszervezetre (Vallejo-Cordoba és munkatarsai, 2020).
A hatasukat kiilonb6z6 mechanizmusok altal fejtik ki. Ilyen példaul a bél pH értékének
csokkentése, ennek kovetkeztében a patogén baktériumok megtapadasi esélyének
csokkentése (Williams, 2010). Ezenkiviil egyfajta versengést is folytatnak a bélben jelen
1évo vitaminokért a kdrokozokkal szemben, igy is csokkentve a tulélési esélyeiket, ezaltal a
betegségek kialakuldsanak lehetdségét (Markowiak és Slizewska, 2017). A jotékony
hatassal rendelkez0 torzsek és ezaltal a probiotikumok potencialis forrasai a leggyakrabban
a Bifidobacterium és a Lactobacillus nemzetségbe tartoznak. Alkalmazasuk feltételeként
szamos kritériumnak meg kell felelniiik, hogy a feldolgozés, a tarolés, a fogyasztas és az
emésztorendszeren vald athaladas soran életképes formaban érjék el a bélrendszert.
Feldolgozasuk sorédn a tejsavbatériumok kedvezdtlen hatasnak vannak kitéve, ilyen hatdsok
kozé tartozik az alacsony hdmérséklet, savas pH, oxigén, limitalt taqpanyag. Ezen hatasok a
rontjak a baktérium jotékony hatasait és tulélési képességeit, mivel stresszt indukéalnak (Feng
¢s Wang, 2020).

Posztbiotikumnak neveziink minden olyan, a human szervezet szdmara jotékony hatast
kifejtd anyagot, amelyet a mikroorganizmus a metabolikus tevékenysége soran bocsat ki
vagy termel (Z6tkiewicz és munkatarsai, 2020). Ezek nem életképes bakterialis sejtalkotok,
melyek a gazdaszervezetben bioldgiai aktivitdssal rendelkezd termékekként viselkednek
(Vallejo-Cordobaa 2020). Mivel nem €16 szervezetek, igy a beviteliikkel kapcsolatos
kockdzat mértéke minimalis, tovabba a posztbiotikumok esetén nincs sziikség hiitésre,
ezaltal az ilyen tipusu termékek szallitasa, tarolasa is konnyebb (Zétkiewicz és munkatarsai,
2020), ez pedig hatalmas eldnyt jelent a probiotikumokkal szemben. Az ujabb kutatasok azt
igazoljak, hogy a posztbiotikumok alkalmazasa fizioldgiai eldnyokkel is jar, melyek a bélgat
funkcidjanak fokozasahoz kapcsolddnak. Tovabbi megfigyelések szerint alkalmazdsuk
hozzajarul a nyéalkahértya-immunitas javitasahoz, rendelkeznek vastagbélhamra gyakorolt
tumorellenes ¢és  gyulladdscsokkentd  hatasokkal, védenek az immunrendszeri
rendellenességek kialakuldsatol is (Peluzio és munkatérsai, 2021).

Mindezek 6sztonoztek arra, hogy probiotikus baktériumok sejtalkotoéinak hatasat vizsgaljam

korokozé mikroorganizmusok ellen, kiilonb6zd paraméterek valtoztatasa mellett.



2.  CELKITUZESEK

A probiotikumok alkalmazhatosaganak és jotékony élettani hatasuk biztositdsanak egyik
feltétele, hogy életképes formaban keriiljenek a vastagbélbe, mely specialis torzseket igényel
¢s technologiai kihivasokkal jar. Ezzel szemben a posztbiotikumok olyan nem életképes
bakterialis sejtalkotok, melyet a mikroorganizmus a metabolikus tevékenysége soran bocsat
ki vagy termel €s szintén jotékony hatést fejt ki a szervezet szdmara. Alkalmazasuk hatalmas

eldnyt jelenthet a probiotikumokkal szemben.

Mindezek alapjan kutatasom céljaul tiiztem ki probiotikus tulajdonsagt tejsavbaktérium
torzsek (Lactobacillus fermentum HA-179, Lactobacillus helveticus R-52, Lactobacillus
salivarius HA-118 és a Lactobacillus crispatus LCRO1) posztbiotikus tulajdonsaganak

feltarasat, kiilonbozo patogén torzsek ellen kifejtett antimikrobés hatas vizsgélataval.

A vizsgalatok kivalasztasanal kiilonb6z0 sejtfeltarasi modszerek alkalmazhatosagat
céloztam meg annak érdekében, hogy olyan mddszert talaljak a tejsavbaktériumok elolésére,
amellyel a leghatékonyabb antimikrobas hatast érhetem el a leggazdasasosabb

modszerekkel.

Vizsgalataim sordn az alabbi részfeladatokat terveztem megvalositani a probiotikus

tulajdonsagu sejtek antimikrobas hatasanak bizonyitasara:

e Kiilonbozo sejtfeltarasi modszerek alkalmazasa a sejtlizatum kinyerésére
o kémiai detergenssel val6 feltaras
o French Press homogenizator
o hokezelés
e A fermentacids id6 hatdsdnak vizsgdlata az antimikrobés anyag termelésére
o A sejtfeltarast megeldzd felszaporitd tapkozeg Osszetétel hatdsdnak vizsgdlata,
kiilonds tekintettel a trehaldzra és a-ciklodextrinre

e A felszaporit6 tapkozeg kiindulasi pH-janak hatasa



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. Probiotikumok

A WHO altal meghatarozott definicidé szerint a probiotikumok, olyan ¢16
mikroorganizmusok, amelyek megfeleld mennyiségben fogyasztva jotékony egészségiigyi
hatéassal vannak a gazdaszervezetre (World Health Organization, 2001). Probiotikumokat ma
mar eclterjedten hasznaljak az élelmiszeriparban a jotékony élettani hatasaik miatt.
Napjainkban is sok kutatas folyik (Zhou és munkatarsai, 2022), hogy még jobban
megismerjik mikodésiiket, a gazdaszervezet immunreakcidja, illetve a patogén
baktériumokkal szembeni viselkedéstliket. A probiotikumok f6 hatdsmechanizmusai kozé
tartozik a korokozokkal vald kozvetlen antagonizmus, a baktériumok megtapadasi és
invazios képességének gatlasa a bélhamban, a bélrendszeri immunrendszer €és a kozponti
idegrendszer szabalyozasa. A probiotikumok kiilonb6z6 mechanizmusok altal fejtik ki
jotékony hatadsaikat példdul a bél pH-janak csokkentésével, illetve a patogén torzsek
elterjedésének csokkentésével (Williams, 2010). A probiotikumok a bélrendszerben a
gazdaszervezet altal elfogyasztott nem emészthetd élelmiszeralkotok, valamint a szervezet
altal eldallitott metabolitokat hasznositjak, igy az egyiittélés mind a gazdaszervezet, mind a
tejsavbaktériumok szdmdara pozitiv hatdssal bir. Tovabba a tejsavbaktériumok az
¢lettevékenységlikhoz sziikséges vitaminokat és aminosavakat is a bélrendszerbdl veszik fel,
versengve az esetleges patogén baktériumokkal. Megfeleld elterjedésiik védelmet nytjt a
szervezet szamara az itt megtelepedd korokozokkal szemben, ezért a gazdaszervezet
megfeleld egészségiligyi allapota érdekében javaslott az Okoszisztéma kedvezd
egyensulyanak elérése (Markowiak és Slizewska, 2017). Elfogadott az a megallapitas
miszerint kapcsolat van a bélmikrobiota és tobb létfontossagu szerv kozott, mint a maj, a
kozpont idegrendszer, valamint a tiid6. Ezek esetében a bélmikrobidta felerdsiti a jotényok
makrofagok aktivitasat, melyek szerepet jatszanak a gazdaszervezet betegségekkel szembeni
védekezésében (Stavropoulou és Bezirtzoglou, 2020). A probiotikumként hasznalt térzsek
szama napjainkban egyre jobban gyarapszik, legnagyobb képvisel6jiik a Lactobacillus,
illetve a Bifidobacterium torzsek. Ezen baktériumok esetén a jotékony hatas kifejtéséhez
elengedhetetlen, hogy ¢l6 allapotba jussanak el célhelyiikre. Ipari feldolgozés soran viszont
a tejsavbatériumok kedvezdtlen hatdsnak vannak kitéve, ilyen hatdsok kozé tartozik az
alacsony hémérséklet, alacsony pH, oxigén, limitalt tipanyag. Ezen hat4sok a baktériumban
stresszt indukalnak, mely hatasara romlik a baktérium talélési képessége, valamint jotékony

hatasa (Feng és Wang, 2020).



3.1.1. Probiotikumok kritériumai

Egy torzs probiotikumként valo alkalmazdsdhoz szdmos kritériumnak kell megfelelniiik,
mind biztonsagi, mind funkcionalis, valamint technoldgiai szempontbdl is. Ezen szervezetek
esetében talan a legfontosabb kritérium, hogy az adott torzs ne legyen patogén, valamint,
hogy ne hordozzon atadhatd antibiotikum rezisztencia géneket. A probiotikumokkal
szemben elvaras, hogy megorizzeék életképességiiket és immunmodulald hatasukat mind a
gasztrointesztinalis traktuson valo athaladas, mind a szallitas, és forgalmazasi folyamatok
soran. Ezenkiviil biztonsagi elvards az emberi vagy allati eredet, a pontos genotipusos €s
fenotipusos jellemzd azonositdsa, valamint a kdros hatasok hianya. Funkcionalis
szempontbol 1ényeges, hogy képes legyen a talélésre, az anyageserefolyamatainak
fenntartasara €s novekedésre a célhelyen, ellenalljon a gyomor alacsony pH-janak,
versenyképes legyen a bélben ¢l6 egyéb mikrobafajokkal szemben, antagonista aktivitassal
birjon a kérokozokkal szemben, ezenkiviil legyen rezisztens az endogén bélmikrobiota altal
termelt bakteriocinokkal és savakkal szemben, valamint a gazdaszervezeten beliil
meghatarozott helyeken megtapadjon és kolonizalddjon, megfeleld legyen a tulélési aranya
a gyomorban és a bélrendszerben. Technoldgiai kritériumok kozé tartozik, hogy a
probiotikum nagy mennyiségben konnyen eldéallithatod legyen, a baktériumok kivant pozitiv
tulajdonsagai ¢€s ¢letképessége megmaradjon a rogzités, feldolgozas, valamint a forgalmazas
soran is. A késztermékekben nagy legyen a tulélési arany a tarolas soran, genetikailag
stabilak, valamint ellendlléak legyenek a bakteriofagokkal szemben (Markowiak ¢és
Slizewska, 2017). Osszességében elmondhato, hogy a probiotikumokkal szemben tamasztott
elvarasok jelends része az életképességiikhoz kapcsolodik. A probiotikumok esetében nagy
hatranynak szamit a tény, hogy ¢életképes formaban kell elérniiik a bélrendszert, ez arra utal,
hogy jotékony hatasuk a metabolikus aktivitasuktol fiigg (Gibson és munkatérsai, 2004). A
legjabb kutatasok kimutattak, hogy a probiotikus térzsek altal vart jotékony hatés elérésére
a posztbiotikumok j6 alternativaként szolgalnak, kiillondsen a konikus gyulladésos

allapotokban, mint a gyulladdsos bélbetegség (Tsilingiri €s Rescigno, 2013).

3.1.2. Tejsavbaktériumok

A posztbiotikumok forrésai tobbek kozt a tejsavbaktériumok, melyek Gram-pozitiv palcak
formdjaban fordulnak eld, mozgésszerviik nincs. A tejsavbaktériumok kozos tulajdonséaga,
hogy energiatermeld anyagcseréjiik sordn tejsavas erjedés torténik, ezen baktériumoknak
nincs mikodo teljes citromsav ciklusuk. A tejsavbaktériumok szerves savak és oxidalo

hatasu hidrogén-peroxid termelése mellett, bakteriocinek termelésével (fehérje természetii

4



antimikrobas anyagok) is képesek gatolni mas, féleg Gram-pozitiv baktériumokat (Both,
2018). Erjesztési tipusuk harom csoportba sorolhatd: obligat homofermentativ, obligat

heterofermentativ, valamint fakultativ heterofermentativ (Stiles és Holzapfel, 1997).

Az obligat homofermentativ erjedés esetében a glikolizis soran csak tejsav keletkezik, ahol
a gliikdzbol a pirosz6ldsav kozvetleniil tejsavva redukalodik. A tejsav, masnéven 2-hidroxi-
propansav a tejsavbaktériumok fermentacioja soran végtermékként keletkezik, mely a
szénhidratok anaerob bontdsaval jon létre. A tejsav hatdsara a termék savas kozegbe kertil,
ami ¢lelmiszeripari felhasznalas sordn gyakran gatolja a patogén, Gram-pozitiv baktériumok
megtelepedését és szaporodasat. Tovabba a savas pH (pH <4,5) denaturalja a sejtfelszini
enzimeket, valamint roncsolja a DNS ¢és a fehérjék szerkezetét is. Obligat heterofermentativ
erjesztés esetében a gliikozbol szén-dioxid €s egyéb termékek, mint az ecetsav €s etanol is
képzdédnek a tejsav mellett. Ebben az esetben a gliikkdz a pent6z-foszfat cikluson keresztiil
atalakul xilul6z-5-foszfatta, mely elhasad glicerin-aldehid-foszfatta, ebbdl képzédik a
piroszOldésavon keresztiil a tejsav, valamint acetil-foszfatta, mely vagy acetaldehiden
keresztiil etanolla vagy ecetsavva alakul. Fakultativ homofermentativ erjesztés esetén a
hexdzok a glikolizis soran bomlanak le, mig a pentézok €s a gliikonsav a pent6z-foszfat tton

keriilnek lebontasra (Dedk ¢s munkatarsai, 20006).

GLUKOZ PENTOZOK
‘ co,, l
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1. abra: Homofermentativ (4) és heterofermentativ (B) tejsavas erjedés (Dedk és
munkatarsai, 2006)



A tejsavbaktériumok savtiird és savtermeld szervezetek, szaporodasi pH optimumuk 5,5 pH-
n van, de elviselik a pH-3,0 értéket is. Tapanyagigényiik Osszetett, szaporodasukhoz
vitaminokra €s aminosavakra is szlikségiik van. Eléfordulnak névényi anyagokban, szerves
részét képezik az emberi és allati szervezeteknek, a legelterjedtebb felhasznalasuk a
tejiparban van. Ezen ipardgban gyakran alkalmazzak starterkultirakéntdkban. A

tejsavbaktériumok legjelent6sebb nemzetségeként tartjak szamon a Lactobacillus torzseket.

3.1.3. Lactobacillus nemzetség

A Lactobacillus ez egyik legelterjedtebben hasznalt probiotikum, ezen okbdl érdemes
posztbiotikumként is megvizsgalni Oket. A laktobacilluszok olyan tejsavbaktériumok,
melyek a Firmicutes torzsbe, Bacilli osztalyba, Lactobacillales rendbe, Lactobacillaceae
csaladba, a Lactobacillus nemzetségbe tartoznak. A laktobacilluszok mikroaerofil
baktériumok, aerob oxidativ anyagcseréjiik van, kataldzt és citokromot nem tartalmazé
fajok. Legnagyobb szamban az emberi és allati bélmikrobiotaban talalhatok, &m a kiilonb6z6
torzsek eltérd helyeken fordulhatnak eld, mint példaul a boron, vastagbélben. A
laktobacilluszok tamogatjdk a gazdaszervezet immunrendszerét, igy szamos patogén
mikroorganizmussal szemben ellenallova teszik a gazdaszervezetet. A gazdaszervezet
védekezik a korokozok ellen specifikus, valamint nem specifikus modon, ilyen a bor- és
1égz6szerv, valamint az emésztorendszer is. Az emésztérendszerben a burkolo epitélium
csillangds hamsejtjei fizikai gatat képeznek, a bélcsatorna emésztonedvei is védelmet
nyujtanak, valamint a gyomorban uralkodo6 savas pH is ellenallobba teszi a gazdaszervezetet.
A bélmikrobiota tagjai szelektiv gatld anyag termelésével csokkentik le a betegség

kialakuldsanak lehetdségét (Dedk és munkatarsai, 2006).

3.1.4. Di- és oligoszacharidok alkalmazasa €s az antimikrobas hatas
kapcsolata

Chen ¢és munkatarsai (2007) kutatasuk eredményeként leirtak, hogy az oligoszacharidok,
valamint a trehal6z hatékonyan fokozza az altaluk vizsgalt baktériumok bakteriocin
termelését. Kisérletiikben négyfajta szénhidratforrast (dextroz, frukto-oligoszacharidok,
raffindz, trehal6z) alkalmaztak a taplevesben egyediili szénforrasként. Ot bakteriocin
termeld torzset hasznaltak, amelyek kozott volt nizint, enteriocint €s mas bakteriocinokat

termeld torzs is. A gatlo hatast agardiffiizios modszerrel vizsgaltak.



Pranckute és munkatarsai (2016) bebizonyitottdk, hogy az oligoszacharid asszimiléci6
hatékonysag torzsspecifikus, valamint, hogy a laktobacilluszok esetében a prebiotikus
oligoszacharidok alkalmazasa novelheti az antibakterialis hatasukat. Kisérleteik soran
kiilonb6zé Lactobacillus torzseket vizsgaltak, melyeket kiilonb6z6 oligoszacharidokat
tartalmazé kézegben szaporitottak fel. Igazoltak, hogy az L. lactis subsp. lactis DSM 20729
torzs esetében az a-ciklodextrin egyediili szénforrasként torténd alkalmazasa fokozta az
antibakterialis aktivitdst. Ugyanezen torzs jelentés antimikrobas hatast mutatott
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 és Salmonella
typhimurium ATCC 14028 torzsekkel szemben mind a gliikozzal, mind az alfa-
ciklodextrinnel kiegészitett tapkozeg esetében. Szintén Pranckute és munkatarsai (2016)
bizonyitottdk be azt is, hogy a prebiotikumok lassii emésztése révén szintén jotékony
hatassal lehetnek a bakteriocin termelésre, hiszen ez gyakran a ndvekedéssel ardnyos
mértékben jelentkezik. Mandadzhieva ¢€s munkatarsai (2011) igazoltdk, hogy
tejsavbaktériumok estében az antimikrobas hatds nodvelhetd oligoszacharidok
alkalmazasaval. Kimutattak, hogy a heterofermentativ Lactobacillus sakei S161 jo
antimikrobialis aktivitast mutatott, amikor az MRS tapkozeget gliikoz helyett frukto-
oligoszacharid kiegészitéssel alkalmaztak. A frukto-oligoszacharidok a prebiotikumok kozé
sorolhatok. A prebiotikumok nem ¢életképes ¢élelmiszer Osszetevok, melyeket a
probiotikumok szelektiven metabolizalnak, ezzel is javitva a gazdaszervezetre kifejtett
jotékony hatas mértékét (Gibson és munkatarsai, 2004). Ide sorolhatok a frukto-
oligoszacharidok mellett a galakto-oligoszacharidok, vagy a xilo-oligoszacharidok is,
melyek hasznositasa befolyasolta az antimikrobialis anyagok termelését az Enterobacter
aerogenes felvételének rendszere Ahhoz tehat, hogy a probiotikumok legkedvezébben
hassanak a gazdaszervezetre, ajanlott felhasznalasukkor prebiotikumokat is alkalmazni.

Ezek alapjan vizsgalatuk poszbiotikumok esetében is evidens lehet.

A trehaloz alfa-1,1-glikozidos kotéssel Osszekapcesolt két gliikozegységbol kialakult
diszacharid. Nem redukalé tulajdonsaggal rendelkezik, a szachar6zhoz képest 45%-0S
relativ édesitd képességgel. A trehaléz egy ozmoprotektdns anyag, amely képes az
citoplazmaban felhalmozodik. Ez a polaris tulajdonsdga miatt lehetséges (Ding és Wang,

2017). A trehal6z megtalalhato a bakterialis sejtfalakban strukturalis komponensként.

Az alfa-ciklodextrin egy ciklikus oligoszacharid, amely a keményit6 enzimatikus lebomlasa

soran keletkezik, a ciklodextrin-glikozil-transzferaz hatasara. A molekula hat alfa-1,4 -es
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kotésekkel Osszekapcsolt glikoz alegységb6l all, Mas anyagok befogadasara képes
gazdamolekulaként miikodik. A kiils6 oldalukon hidrofil jellegliek belsé feliiletiikon lipofil
tulajdonsaguak (Scora és munkatarsai, 2015). Felhasznalasa sokszinti, felhasznaljak a
gyogyszeriparban, az élelmiszeriparban kozmetikumok és mosdszerek adalékanyagaként is.
A ciklodextrineket kiilonb6z6 jotékony ¢élettani hatasok jellemzik, mint példaul antioxidativ
hatasok, az immunrendszer serkentése (Zhang és munkatarsai, 2008), a gyomor-bélrendszer
egészségének fenntartasa, a patogén vagy a szdjiiregi plakkbaktériumok mennyiségének
csokkentése (Ueno és munkatarsai, 2012). Csokkentik a vastagbélrak kialakuldsanak esélyét,
hatasukra a lipid- és gliikkdzanyagcsere szabalyozdsa csokkentett glikémids reakcioval
valosul meg, tovabba elmondhatd, hogy a koleszterin mennyiségét csokkentik a vérben, és
igy segitenek a sziv- €s érrendszeri betegségek megeldzéseében, valamint az elhizas és a II.
tipust cukorbetegség kialakulasanak esélyét is csokkentik. Egyéb jellemzdjiik, hogy a
is javitjdk. Bar ezek az oligoszacharidok is rendelkeznek édesitd képességgel, de
emészthetdségilik miatt alacsony glikémias index jellemzi dket. Ez még kedvezdbbé teszi
Oket a cukorbetegek szamara az élelmiszer-adalékanyagoknal vald alkalmazasuk soran

(Pranckute és munkatarsai 2016).



3.2. Posztbiotikumok

Napjainkban a probiotikumokat széles korben alkalmazzak, mivel jotékonyan hatnak a
csokkentik. Alkalmazasuk elengedhetetlen feltétele, hogy a baktériumok életképes allapotba
érjék el a cél helyliket (Markowiak és Slizewska, 2017). Ezzel szemben a posztbiotikumok
nem ¢letképes, bakterialis termékek, sejtalkotok vagy anyagcsere-termékek, melyek
bioldgiai aktivitassal rendelkeznek a gazdaszervezetben, illetve arra pozitiv hatassal vannak
(Aguilar-Toala és munkatarsai, 2018; Patel és Denning, 2013). A posztbiotikumok
stabilabbak ¢és ezaltal biztonsagosabbak mind gydgyszeripari, mind élelmiszeripari
felhasznalasra (Barros, €s munkatarsai, 2020). Ilyen sejtalkotok lehetnek a rovid szénlancu
zsirsavak  (SCFA), extracellularis poliszacharidok, sejtlizatumok, peptidoglikan
szarmazekok, funkciondlis fehérjék és enzimek, teikon- és lipoteikonsavak, mikrobialis

frakciok (Markowiak és Slizewska, 2017; Wegh és munkatarsai, 2017), (2. abra).
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2. abra: Posztbiotikumok (Zotkiewicz és munkatarsai, 2020)

Ezek a sejtalkotok pozitiv hatassal lehetnek a bélgat funkciojara, ezdltal olyan jotékony
hatast fejthetnek ki, mely magéaba foglalja a vastagbélhamra gyakorolt daganatellenes, illetve
gyulladascsokkentd hatast, valamint ezaltal az immunrendszeri rendellenességek
kialakuldsdnak megel6zésében is szerepet jatszanak (Gill és munkatarsai, 2018; Morrison és
Preston, 2016). Ezek tudatdban megallapithat6, hogy a sejtek életképessége nem sziikséges
a probiotikum betegségmegel6zd tulajdonsagainak biztositasdhoz. Ezt igazoljdk Kamilya és

munkatarsai (2015) kutatasai, melyben életképes, valamint az eldlt Bacillus subtilis, illetve



Bacillus amyloliquefaciens sejtek (hésokkal, UV fénnyel, valamint formalinnal feltart
sejtek) esetében, az inaktivalt probiotikus sejttormelékek serkentették a sejtes immunvalaszt.
Ezenkiviil Choi és munkatarsai (2006), valamint Raman ¢és munkatarsai (2016)
Bifidobacterium és Lactobacillus fajok vizsgalata soran arra jutottak, hogy a benniik
talalhatd nagy mennyiségii szénhidratot tartalmazo6 hatéanyagok tumorszupressziv hatassal

birnak.

A posztbiotikumok tobbféleképpen is képesek antimikrobas hatast kifejteni, példaul
kompetitiv modon kotddnek egyes patogén fajok altal igényelt receptorhoz, modositjak a
gazdaszervezet génexpressziojat. Egy preklinikai modell soran igazoltdk, hogy a
poszbiotikumok ¢€s probiotikumok kombinacidja hatékonyan megakadéalyozza a rotavirus
okozta hasmenést (Rigo-Adrover és munkatarsai, 2019). Gyermekek egy csoportjan végzett
randomizalt klinikai vizsgalatok soran pedig megallapitottak, hogy a Lactobacillus
paracasei posztbiotikumot tartalmazo termékek napi bevitele a hasmenés, az akut
gasztroenteritisz, a torokgyulladas, a gégegyulladas ¢és a légcs6hurut betegségek
kialakulasanak csokkenéséhez vezetett (Zotkiewicz és munkatarsai, 2020). Tovéabba,
tanulmanyoztak a hével elolt Lactobacillus reuteri hatasat Galleria mellonella fert6zést
kovetden, s megallapitottak, hogy az ¢l6 kontroll csoport, valamint az eldlt baktériumot
tartalmazé minta hasonld antimikrobas hatassal volt a Porphyromonas gingivalis

korokozora (Geraldo és munkatarsai, 2019).

3.2.1. Sejtlizatum elballitasi lehetdségei

A sejtfeltaras modszereit tekintve a szakirodalomban sokfajta megoldas fellelhetd. Ezek
mindegyike a mikrobdk ¢életképességének elvesztésére Osszpontosit a sejtmembranon
okozott sériilés révén (Cuevans-Gonzalez, 2020). A sejtfeltarasi modszerek koziil
megkiilonboztetiink mechanikai (nyiréerd alkalmazédsa) és nem-mechanikai mddszereket
(kémiai, fizikai, enzimatikus). A mechanikai feltards konnyen méretezhetd és olcsobb is, igy
elterjedtebben hasznaljdk. Ide sorolhatjuk példaul a nagynyomést homogenizator, a
gyongymalom, valamint ultraszonikalds hasznalatat. A nem-mechanikai sejtbontés sokkal
kiméletesebb, valamint szelektiv (Dan és munkatarsai, 2016). Kamilya és munkatarsai
(2015) kutatasaik sordn haromfajta moddszert haszndltak a probiotikus tulajdonsagl
baktériumok feltarasara. Ezek voltak a hésokk, az UV fénnyel valé kezelés, valamint a
formalin, mint kémiai detergens alkalmazdsa. A legjobb immunrendszer stimulald
tulajdonsagot a hokezeléssel inaktivalt Bacillus-ok mutattak. Ezeknek az esetében a hatas

még az €16 sejtek alkalmazasanal is jobb lett.
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Ostad ¢és munkatarsai (2009) vizsgalatai kimutattdk, hogy a patogén baktériumok
bélhamsejtekhez vald tapadasanak gatlasa a Lactobacillus acidophilus inaktivalt sejtjei altal
az €16 és a hovel inaktivalt formak esetében hasonlo volt. Egy in vivo megkozelités alapjan
a hokezelt Lactobacillus plantarum b240 torzsének szajon at torténd adagolasa gatolta a
tobbszervi elégtelenséggel jarod szisztémas fertézést okozo Salmonella Typhimurium-mal

munkatarsai., 2010).

A French Press nagynyomasti homogenizator a sejtek plazmamembranjanak megbontasara
szolgald késziilék, mely azaltal fejti ki hatasat, hogy a sejteket egy szlik szelepen keresztiil,
nagy nyomas alatt vezetik at. Képes a sejtfalak megbontasara, mikdézben a sejtmagot
érintetleniil hagyja. A prés egy kiilsd hidraulikus szivattyut haszndl egy dugattyt
meghajtasara egy nagyobb hengerben, amelybe a szuszpenzidt juttatjuk. A nagy nyomas
alatt 1évé mintat ezutan egy tliszelepen préselik at. Ahogy a minta athalad a szelepen, a

folyadékot nyirofesziiltség és dekompresszio éri, hatasara a sejtek felbomlanak.

A kémiai sejtfeltaras megvalosithato cetil-trimetil-ammonium-bromiddal (CTAB), mely egy
a mindennapi ¢életben gyakran hasznalt feliiletaktiv vegyi anyag, széles korti ipari
alkalmazassal, példaul a mosdszerekben, gyogyszerekben, kozmetikumokban ¢és
textilidkban is elterjedten alkalmazzak (Shachi Tiwari és munkatarsai, 2020). Mindezek

mellett sejtfeltarasra is kivaloan alkalmazhato, tobbek kozt intracellularis enzim.

3.2.2. Posztbiotikumok lehetséges forrasai

Sejtmentes feliiliszo

De Marco és munkatarsai (2018) megallapitottak, hogy a probiotikus metabolitok jo
gyulladdscsokkenté ¢és antioxiddans hatassal rendelkeznek. Hat4sukat kifejtik a
bélhamsejtekben, valamint az immunsejtekben is, azonban eltérd toérzsek eltéréd mértékben
hatnak a gazdaszervezetre. Lactobacillus casei és Lactobacillus rhamnosus kultarak
sejtmentes feliiliszo6i esetében a szuszpenzid megakadalyozza a vastagbélraksejtek
elterjedését. A sejtmentes feliiliiszok tehat hasznosak lehetnek a rdkos megbetegedések
megelézésére, mivel in vivo modon csokkenteni képesek az oxidativ stresszt és kozvetlen

tumorellenes hatast biztositanak (Zoétkiewicz és munkatarsai, 2020).
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Exopoliszacharidok

A tejsavbaktériumok novekedésiik soran kiilonb6zd tulajdonsaghi  biopolimereket,
exopoliszacharidokat valasztanak ki a tenyészlébe. Ezeket az anyagokat jelenleg is
hasznaljak az élelmiszeriparban, mint stabilizalo, vizmegkotd, emulgaloszereket. Ezen
exopoliszacharidok modosithatjdk az immunvalaszt, mivel képesek kolcsonhatasba 1épni a
dendritikus sejtekkel és makrofagokkal, ezaltal fokozzak a T- és NK-limfocitak
Lactobacillus plantarum termelt, in vivo koriilmények ko6zott nitrogén-oxid szekréciot
indukalt ¢és fokozta a makrofagok fagocitaciés potencigjat. Egy gylimolcsbdl izolalt,
Lactobacillus helveticus altal termelt exopoliszacharid esetében antimikrobas és antioxidans
hatast mutattak ki. Ez a vegylilet az uronsav volt, melynek antioxiddns képességét a vasionok
megkotése magyarazza (Li és munkatarsai, 2014). Tovabba a Lactobacillus kefiranofaciens
altal termelt exopoliszacharid a kefiran, preklinikai vizsgalatok sordn késleltette a
steroszklerézis kialakulasat (Uchida és munkatarsai, 2010). Allatkisérletek esetén is
megallapitottadk, hogy a tal sok koleszterint fogyasztott patkanyokban megemelte a
vérnyomast ¢és stabilizalta a vércukorszintet (Maeda ¢és munkatarsai, 2004). Ezen
bizonyitékok altal elmondhato, hogy az exopoliszacharidok potencidlis jelotek a sziv- és
érrendszeri betegségek megeldzésére (Zotkiewicz, 2020). Az exopoliszacharidok egy masik
osztalyaba tartoznak a béta-glilkanok, melyek aktivalhatjak a makrofagok felszinén 1évo
Dectin-1 receptorokat, ami altal fokozzak az immunvalaszt rakos sejtek, baktériumok,

virusok ¢és parazitak esetében is.

Rovid szénlancu zsirsavak (SCFA)

A rovid szénlanct zsirsavak a bélmikrobidta novényi poliszacharidok bontasa soran
keletkez6 anyagcsere termékei. Ilyen zsirsavak az ecetsav, propionsav vagy a vajsav, melyek
részt vesznek a pH csokkentésében, azéltal a kdrokozo mikroorganizmusok szaporoddsanak,
valamint karcinogén vegyiiletek kialakitdsdban szerepet jatszo enzimek aktivitadsanak
csokkentésében. Ezen zsirsavak soi fontos energiaforrasként szolgdlnak az enterocitak
szamara, amik a bélham megujitdsaban vesznek részt (Lee és munkatarsai, 2017). Az
acetatban gazdag étrend segit az enterohemorrhagias E. coli O157:H7 megel6zésében, ezt
egy egerekkel végzett kisérlet sordn mutattdk ki. Ennek magyardzata, hogy az acetat
bélgatelzar6 tulajdonsadganak koszonhetden megakadalyozza, hogy a toxin a keringésbe
juthasson (Fukuda és munkatérsai, 2012). Mindezek alapjan a rovid szénldncu zsirsavak

terapids alkalmazasa jelentds lehet a jovében.
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Baktérium lizatumok

A baktérium lizatumok alkalmazasa a bél és immunrendszer funkcionalis kapcsolatan alapul.
A széjon at elfogyasztott, liofilizalt lizatumok eljutnak a vékonybélhez és ott aktivaljak a T-
¢s B-limfocitdkat, amelyek elkezdik stimuldlni az immunrendszert és az IgA termelést
(Kearney és munkatarsai, 2015). Egy 2018-ban elvégzett metaanalizis kimutatta, hogy azok
esetében, akik baktérium lizatum készitményt kaptak szignifikansan alacsonyabb volt a
léguti fertézések eléfordulasa, mint a kontrollcsoportban (Yin és munkatarsai, 2018).
Tovabba, egy két évvel késdbb végzett kutatas azt is megallapitotta, hogy ezen lizdtumok
csOkkentették a zihald epizodok és az asztma stlyosbodasanak gyakorisagat (de Boer ¢€s

munkatarsai, 2020).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Anyagok

4.1.1. Mikroorganizmus torzsek

Vizsgalataim soran az 1. tablazatban bemutatott Lactobacillus torzseket, illetve a 2.

tablazatban talalhato korokozdkat alkalmaztam.

1. tablazat: Probiotikus hatasa baktériumok és szarmazasuk

Probiotikus hatasti baktériumok Szarmazas
Lactobacillus fermentum HA-179 Lallemand Health Solutions
Lactobacillus helveticus R-52 Lallemand Health Solutions
Lactobacillus salivarius HA-118 Lallemand Health Solutions
Lactobacillus crispatus LCRO1 Probiotical S.p.A.

2. tablazat: Felhasznalt patogén teszttorzsek

Korokozo baktériumok

Enterococcus faecalis NCAIM B01312

Escherichia coli 8739

Escherichia coli 0157:H7

Listeria monocytogenes 4ab

Enterobacter cloacae NCAIM B02073

Ezen torzsek mindegyike az Elelmiszer- mikrobiologia, -higiénia és -biztonsag Tanszék

torzsgytijteményébdl szdrmazik.
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4.1.2. Felhasznalt tapkozegek
MRS taplevesek

A Kkisérlet elvégzéséhez, valamint a torzsek fenntartasahoz is MRS tapkozeget (De Man
Rogosa and Sharpe) hasznéltam (3. tdblazat) alapnak, melyet a kisérleti tervnek megfeleléen

a gliik6z szénforras helyett 1% trehaldzzal illetvel% a-ciklodextrinnel egészitettem Ki.

3. tablazat: MRS tiapkozeg osszeallitasa

Osszetevok Mennyiség
Mangén-szulfat 0,059
Magnézium-szulfat 0,249
Dikalium-hidrogén-foszfat 20
Triammonium-citrat 24
Elesztékivonat 49
Huskivonat 8¢
Natrium-acetat 50
Protedz-pepton 10 g
Dextroz 20 g
Tween 80 1lg
Desztillalt viz 1000 ml

Az elkészitett taplevest autoklavban sterileztem 121 °C-on 15 percig.

A korokozé torzsek esetén a torzsfenntartas céljabol TSB taplevest készitettem. Ennek

Osszetételét a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat: TSB tapleves osszetétele

Osszetevok Mennyiség
Tripton 15¢g
Pepton 59

NaCl 5¢

Desztillalt viz 1000 mi

Az elkészitett TSB levest ezt kovetden autoklavval sterileztem 121 °C-on 15 percig.
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Tapagar
Az antimikrobas hatas vizsgéalata TSB agaron tortént agardiffuzidos modszerrel. A TSB agar

Osszeallitasat a 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat: TSB agar Osszetétele

Osszetevok Mennyiség
Tripton 15¢g
Pepton 59

NaCl 59
Agar 13 ¢g
Desztillalt viz 1000 ml

Citrat-foszfat puffer (Mcllvaine puffer) pH 3-6

A pH vizsgalata soran a kiindulasi pH értékeket citrat-foszfat puffer (Mcllvaine puffer)
segitségével biztositottam, mely 0,2 M dinatrium-hidrogén-foszfat ¢s 0,1 M citromsav
oldatok megfeleld aranyt Osszemérésével allithatd be a kivant pH értékre. Az oldatok

készitése az alabbiak szerint tortént:

A 0,1 M-os citromsav oldat készitéséhez 21,008 g kristalyos citromsavat oldottam fel 1 liter

desztillalt vizben.

A 0,2 M-os dinatrium-hidrogén-foszfat oldat elkészitésé¢hez pedig 6,302 g vegyszert

oldottam fel 1 liter desztillalt vizben.
Az értékeket €s az eldallitasukhoz sziikséges anyagok mennyiségét a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat: pH értékek eloallitasa

pH érték 0,2 M dinatrium- ' 0,1M
hidrogén-foszfat citromsav

3 20,6% 79,4%

4 38,6% 61,4%

5 51,5% 48,5%

6 63,2% 36,8%
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4.2. Mddszerek

4.2.1. Tenyésztési modszerek

A Lactobacillus torzseket MRS taplevesben szaporitottam fel 10 ml-es kémcsévekben,
37°C-os termosztalas mellett. A kisérletek lebonyolitasa el6tt két alkalommal oltottam 4t a

torzseket, a masodikat mindig a vizsgalat tervezett napja el6tt 24 oraval.

A patogén teszttorzseket TSB taplevesben szaporitottam fel a tejsavbaktériumokkal

megegyez0 koriilmeények mellett.

4.2.2. Fermentacio

A fermentacio a sziikebb értelmezés szerint olyan energia nyerés, mely szerves vegyiiletek
lebontasahoz kapcsolodik. Tagabb értelmezés szerint a mikroorganizmusok alkalmazasa a
szerves anyagok lebontdsara, valamint az enzim katalizalta atalakitisa céljabol. A
fermentéacio sordn a tejsavbaktériumokat 100 ml MRS taplevest tartalmazo lombikokban
szaporitottam 37°C-os termosztitban. A fermentacid inditasa 1% 24 O6rés inokulum

tenyészettel tortént. A mintavételezés a fermentacios id6 16., 18., és 20. orajaban tortént.

4.2.3. Sejtek 6sszegyljtése

A fermentacio6 soran 25 ml mintat vettem, melybdl a sejtek kinyerése centrifugaval tortént.
10 percen keresztiil centrifugaltam minden mintat 4 °C-on, 10000 rpm fordulatszam mellett.
Ezt kovetéen a feliiluszot ledntottem, majd a sejttérmeléket 3 ml desztillalt vizbe
szuszpendaltam, majd erds vortexeléssel homogenizaltam. Az igy készitett sejtszuszpenziot

alkalmaztam a kiilonb6z6 sejtfeltarasi modszerekhez.

4.2.4. Sejtfeltaras

Sejtfeltarasi modszerek Iényege, hogy kiillonb6zd behatdsokkal a sejtek membranjat
roncsoljuk, ezzel a sejtben talalhatdo Osszetevok kiszabadulnak. Ezek koziil

megkiilonboztetiink mechanikai, illetve nem-mechanikai modszereket.
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Mechanikai médszerek
Frech Press nagynyomasu homogenizator:

A lényege, hogy a sejtszuszpenzidt egy specialisan kialakitott fojtason keresztiil nyomja at
800 psi nyomason, ezaltal a folyadékban 1étrejové nagy nyomas hatdsara a sejtek annyira

roncsoldédnak, hogy a membranjuk szétesik, igy keriilnek ki a sejtalkotok a szuszpenzidba.
Nem-mechanikai modszerek
Hosokk:

Ezen modszer soran a sejtszuszpenziot 10 percre 80°C-os vizfiirddbe helyeztem. A
homérséklet kivalasztasanal figyelembe vettem, hogy a fehérjek 60-100°C kozott
denaturalodnak, a sejtmembran ezen a hdmérsékleten ,,megolvad”. Itt a magas hémérséklet

volt a sejtroncsolddas okozoja.
Feltaras kémiai reagenssel:

Ehhez 0,45 g/l cetil-trimetil-ammonium-bromid oldatot (CTAB) alkalmaztam 1:2 aranyban
a sejtszuszpenzidhoz adva. Ennek hatasmechanizmusénak alapja, hogy a CTAB egy
amfipatikus vegyiilet, mely egy apolaris végbdl és egy polaris fejbdl all. Ez teszi lehetové a
vizben oldhatatlan, hidrofob vegyiiletek, mint példaul a membranfehérjék vizben vald
diszpergalasat. A reagenst 10 perces hat6idd utan 3-szoros desztillalt vizzel valo atmosas €s

10000 rpm-en valo6 centrifugalassal tavolitottam el.

4.2.5. Agardiffuzios modszer

Az agardiffuzios modszer alapja, hogy TSB agarral torténd lemezontés soran a még
folyékony, 45°C-ra visszahlitott agarba elkevertem a korokozo torzseket. Az agar
megszilardulasa utan egy specidlis 8§ mm atmérdji lyukvagoval bemélyedéseket készitettem
az agarba, melyekbe 100ul feltart tejsavbaktérium szuszpenzidt pipettdztam. A Petri-
csészéket a beoltast kdvetden egy oOrdra hiitdszekrénybe helyeztem, majd 24 6ran keresztiil
inkubaltam 37°C-on. Az egy napos inkubélasi 1d6 lejarta utdn a lemezeken az altalam vajt
lyukak koriil feltisztulasi zonakat kerestem, melyek az adott korokozoé elleni antimikrobas
hatast mutattak. A feltisztulasi zona mértéke ardnyos az antimikrobas hatas erdsségével, ezek

alapjan értékeltem az eredményeimet.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Kutatémunkam targyaul, Csatd (2018) probiotikus torzsek antimikrobas anyag termelésére
vonatkoz6 vizsgalatai alapjan a legigéretesebbnek bizonyult Lactobacillus torzseket -
Lactobacillus fermentum HA-179, Lactobacillus helveticus R-52, Lactobacillus salivarius
HA-118, Lactobacillus crispatus LCRO1 - valasztottam. A bakteriocin termelésének
indukalasara Nagyfejed (2018) di- és oligoszacharidokat alkalmazott. Kutatisaiban a
tejsavbaktériumokat MRS taplevesben torténd felszaporitasa soran a D-gliikozt trehaldzra,
illetve a-ciklodextrinre cserélte 1%-os koncentraciéban. Mindezek alapjan a bakteriocin
termelésben igéretes komponensek jelenlétében felszaporitott, majd kiilonb6zo

modszerekkel inaktivalt tejsavbaktérium sejttenyészetek antimikrobas hatasat vizsgaltam.

5.1. MRS tapkozegben szaporitott tejsavbaktériumok antimikrobds hatdsa

A kutatas elsO szakaszaban oligoszacharid indukélas nélkiil, MRS tapkozegben vizsgéltam
a 4 probiotikus Lactobacillus torzs kiilonb6z6 modszerekkel feltart sejtjeinek antimikrobas
hatasat. A 16., 18., 20. 6rat kovetden a harom sejtfeltarasi modszerrel — kémiai detergenses
kezelés, hokezelés, French Press homogenizator- elvégeztem a sejten beliili 0sszetevok
kiszabaditasat. Ezt kovetéen a mintakat 6t fajta korokozd apatogén torzsével szemben
agardiffiziés modszerrel vizsgaltam. A feltisztuldsi zondk mértékét az 7. tablazat

tartalmazza.

7. tablazat: MRS taplevesben felszaporitott és kiilonbozo moddszerekkel feltart

Lactobacillus fermentum HA-179 antimikrobas hatasa

Feltaras modja
Vizsgalt torzsek Hovel elolt Kémiai modszer French Press
16 | 18 | 20 | 16 | 18 20 16 | 18 | 20
Oora | Ora | Ora | Ora | Ora ora ora | oOra | Ora
Enterococcus faecalis - - - - + - - - -
Escherichia coli 8739 - - - - |+t - - - -
Escherichia coli O157:H7 - - - S|+ - - -
Listeria monocytogenes - - - I I i - -
Enterobacter cloacae - - - - + - - - -

.- mincs feltisztulasi zona, ,,+ " 0,5 cm feltisztuldsi zona, ,,++ " I cm feltisztuldsi zona, ,,+++"1,5 cm feltisztuldsi
zona
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A Lactobacillus fermentum HA-179 tejsavbaktérium esetében elmondhato, hogy a legjobb
antimikrobas hatast az Escherichia coli O157:H7, illetve a Listeria monocytogenes 4ab ellen
mutatta, ahol 1-1,5 cm feltisztulasi zondk alakultak ki, a CTAB-vel vald kezelés hatasara,
18 és 20 oras fermentacios id6 eltelte utan. Az Escherichia coli 8739 esetében csak egy
esetben alakult ki feltisztulasi zona, mely a kémiai detergenssel valo kezelést kdvetden, 18
oras fermentacids id6 eltelte utan volt lathatd, viszont ebben az esetben 1 cm feltisztulasi
zOna képz6dott az adott agarlyuk koriil. Az Enterococcus faecalis és az Enterobacter
cloacae esetében csak 0,5 cm-es feltisztulasi zonak képzddtek, mindkettd esetében csak a
CTAB oldatos kezelés utan, 18 oras fermentéacids idot kovetden. A tobbi esetben, ahogyan

azt az 7. tablazat is mutatja, nem alakult ki feltisztulasi zona.

A Lactobacillus helveticus R-52 esetében elért eredményeket a 8. tablazatban foglaltam
Ossze. Az egyetlen sejtfeltarasi modszer, amelynél antimikrobas hatast értem el, a kémiai
vegyiilettel vald kezelés volt. Ezen tejsavbaktérium torzs esetében mindegyik altalam
vizsgalt korokozo ellen kirajzolodott feltisztulasi zona, eltéré mértékben. A legjobb gatld
hatas az Escherichia coli O157:H7 torzs ellen mutatkozott, melyet mindharom vizsgalt
fermentécios 1d0 esetében (16, 18, illetve 20 6ra) megfigyeltem, ezek koziil is a legnagyobb
mértékben a 18 ords inkubacids 1d6 utan. Az optimalis fermentacidos idének a 16 ora
latszddott, ugyanis ebben az idoben minden altalam vizsgalt patogénnel szemben kialakult

gatl6 hatés.

8. tablazat: MRS taplevesben felszaporitott és kiilonbozo modszerekkel feltart

Lactobacillus helveticus R-52 antimikrobas hatasa MRS taplevesben fermentalva

Hével elolt Kémiai modszer French Press

Torzsek 16 | 18 | 20 16 18 20 16 | 18 | 20

ora | oOra | oOra ora ora ora ora | oOra | Ora
Enterococcus faecalis - - - ++ - - - - -
Escherichia coli 8739 - - - ++ - + - - -
Escherichia coli O157:H7 - - - ++ |+ |+t - - -
Listeria monocytogenes - - - |- + - - -
Enterobacter cloacae - - - ++ - ++ - - -

.- mincs feltisztulasi zona, ,,+" 0,5 cm feltisztulasi zona, ,,++ " I cm feltisztuldsi zona, ,,+++" 1,5 cm feltisztuldsi
zona

A kisérletet elvégeztem Lactobacillus salivarius HA-118 tejsavbaktériummal is, melynél a

kémiai iton megvaldsitott kezelés volt a leghatasosabb sejtfeltarasi modszer az antimikrobas
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hatéas kimutatasara. Ennél a térzsnél a feltisztulasi zona detektalhato volt 16 oras fermentacio
utan a hével feltart sejtek esetén az Enterobacter cloacae korokozoval szemben, illetve a 16
¢s 18 oras fermentdci6 utan a nagynyomdsu homogenizatorral végzett kezelés
eredményeképp az Enterococcus faecalis esetében is. Ezek mértéke a CTAB oldattal végzett
feltarashoz képest kisebb volt. A feltisztulasi zoénak legnagyobb mértékben a 20 oras
fermentaciot kovetden jelentek meg, ezek koziil is a legkiterjedtebb zona az Escherichia coli
O157:H7 torzzsel szemben alakult ki. Ezen kérokozé esetében mindharom fermentéacios id6
mellett megfigyelhetd volt a novekedés gatlasa, eltérd mértékben. A kisérlet eredményeit a

9. tablazat tartalmazza.

9. tablazat: MRS taplevesben felszaporitott és kiillonbozé modszerekkel feltart
Lactobacillus salivarius HA-118 antimikrobas hatasa MRS taplevesben

fermentalva

Hovel elolt Kémiai modszer French Press

Torzsek 16 | 18 | 20 | 16 18 20 16 | 18 | 20

ora | Ora | Ora | Oora | Ora ora ora | oOra | oOra
Enterococcus faecalis - - - - - + + + -
Escherichia coli 8739 - - - + - - - - -
Escherichia coli O157:H7 - - - + + | | - - -
Listeria monocytogenes - - - L+ - ++ - - -
Enterobacter cloacae ++ | - - - - - - - -

.- mincs feltisztuldsi zona, ,,+" 0,5 cm feltisztuldsi zona, ,,++ " Icm feltisztulasi zona, ,,+++" 1,5 cm feltisztulasi
zona

A Lactobacillus crispatus inaktivalt sejtalkotoinak vizsgalata soran, keletkezett a legkisebb
szamu és mértéki feltisztulasi zona, mely eredményeket a 10. tdblazatban foglaltam Ossze.
Megallapithatd, hogy ebben az esetben is a kémiai Gton torténd sejtfeltards bizonyult a
leghatdsosabbnak. Ezek mellett a 20 6rds minta hdvel torténd feltardsa esetében volt
antimikrobas hatas detektalhat6 a Listeria monocytogenes patogénnel szemben. A 18, illetve
20 6ras fermentaciot kovetden végzett CTAB oldatos feltaras hatasara az Escherichia coli

0157:H7-es torzzsel szemben alakult ki feltisztulasi zona.
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10. tablazat: MRS taplevesben felszaporitott és kiilonb6zé modszerekkel feltart

Lactobacillus crispatus LCRO1 antimikrobas hatasa MRS taplevesben fermentalva

Hoével elolt Kémiai modszer French Press
Torzsek 16 18 | 20 | 16 | 18 20 16 | 18 | 20
Oora | Ora | Oora | 6ra | 6ra | Ora | Ora | Ora | Ora
Enterococcus faecalis - - - - - - - - -
Escherichia coli 8739 - - - - - - - - -
Escherichia coli O157:H7 - - - - S S - - -
Listeria monocytogenes - - |+ | - - - - - -
Enterobacter cloacae - - - - - - - - -

,- " mincs feltisztuldsi zona, ,,+” 0,5 cm feltisztulasi zona, ,,++" 1 cm feltisztulasi zona, ,,+++" 1,5 cm feltisztuldsi
zona

Az elsé kutatasi vizsgalatokbol megallapithatd volt, hogy az altalam vizsgalt patogén
baktériumok koziil a legtobb esetben az Escherichia coli O157:H7 apatogén torzzsel
szemben alakult ki antimikrobas hatas. Ezen koérokozo az egyetlen ismert Escherichia coli
torzs mely mar kis mértékben is human patogén, igy a kapott eredmények, vagyis

szaporodasuk gatlasa posztbiotikummal igéretes.

Elmondhatd, hogy szinte minden esetben a leghatékonyabb sejtfeltarasi modszernek a
kémiai Gton megvaldsitott kezelés bizonyult. Ezen modszerrel az 6sszes, altalam vizsgalt
tejsavbaktérium gatolta legalabb egy korokozo szaporodasat. Masodik leghatasosabbnak a
vizsgalt sejtfeltarasi modszerek kozil a hdkezelés bizonyult. A French Press nagynyomasu
homogenizatorral feltart sejtek talzo tobbsége nem mutatott antimikrobas hatast, igy
alkalmazasa nem bizonyult megfelelének. Hasznalata csak a Lactobacillus salivarius HA-

118 esetében az Enterococcus faecalis korokozdval szemben volt hatdsos.

Fermentécios id0 tekintetében vegyes eredményeket kaptam a 16 és 20 ora kozott

megvaldsitott fermentaciok esetén, igy ezekbdl kovetkeztetést még nem tudtam levonni.
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5.2. Trehalozos tapkozegben felszaporitott tejsavbaktériumok antimikrobas
hatasa

Chen és munkatérsai (2007) négyfajta szénhidrat hatasat vizsgaltdk a bakteriocin termelés
megfigyelése végett. Kisérleteik soran megfigyelték, hogy trehaldéz, mint szénforras
kizarolagos hasznalata mellett megnovekedett mértékben alakult ki gatld hatés, az altaluk
vizsgalt patogén baktériumokkal szemben Lactobacillus sakei JMC 1157T torzs esetén.
Ezen tapasztalatok birtokaban, a kovetkezOkben a tejsavbaktériumokat 1% trehalozt
tartalmazo tapkozegben fermentaltam. A tapkozeg Osszetételének alapja az MRS tapleves,
melyben a gliikdzt trehaldzra cseréltem. Mivel az el6z0 kisérlet soran a mechanikai feltaras
nem bizonyult hatékonynak, igy csak kétfajta modszerrel dolgoztam tovabb, hdvel és kémiai

uton inaktivaltam a felszaporitott sejteket.

A kisérlet soran a Lactobacillus fermentum az adott, 1% trehalozt tartalmazé tapkozegben
nem tudott elszaporodni, igy ezzel a baktériummal nem tudtam elvégezni a vizsgalatokat.
Ennek az oka lehet, hogy ez a tejsavbaktérium nem tudta szénforrasként hasznositani a
trehalozt, igy a nem megfeleld koriilmények hatdsara a sejtek nem voltak képesek

elszaporodni a 20 6ras fermentacid soran.

A Lactobacillus helveticus R-52 esetében a trehal6zos kdzegben felszaporitott sejtek kémiai
reagenssel vald kezelését kovetden a feltart sejtek eltérd mértékben, de minden esetben
antimikrobas hatast mutattak az altalam vizsgalt korokozokkal szemben. A hokezeléssel
inaktivalt tejsavbaktérium nem mutatott detektalhato feltisztuldsi zonat egyik kérokozoval
szemben sem. A feltisztulasi zonak mértéke az Escherichia coli O157:H7 torzs ellen volt a
leglatvanyosabb. Ezen korokozoval szemben az antimikrobés hatds az 1d6 eldrehaladtaval
linearisan csokkent, mértéke a 16 6rds minta esetében volt a legnagyobb kb. 1,5 cm, mig 20
orénal a legkisebb 0,5 cm koriili. A tobbi kérokozo esetén a gatld hatas szintén ez utdbbi
mértekll és egyenletes a vizsgalt 16-20 o6ra kozotti idétartamban. Az eredményeket

tablazatba foglalva az 11. tablazat tartalmazza.
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11. tablazat: MRS taplevesben felszaporitott és kiilonb6zé modszerekkel feltart

Lactobacillus helveticus R-52 antimikrobas hatasa 1% trehaloz tartalmi MRS

taplevesben fermentalva

Torzsek

Hovel elolt

Kémiai modszer

16 6ra

18 6ra

20 oOra 18 6ra | 20 ora

16 ora

Enterococcus faecalis

Escherichia coli 8739

Escherichia coli O157:H7

Listeria monocytogenes

Enterobacter cloacae

.- mincs feltisztulasi zona, ,,+ " 0,5 cm feltisztulasi zona, ,,++ "1 cm feltisztulasi zona, ,,+++" 1,5 cm feltisztulasi

zona

A Lactobacillus salivarius HA-118 t6rzs a trehaldzos tapkozegben valod felszaporitas, majd

inaktivalas utan hasonlé eredményt mutatott, mint a Lactobacillus helveticus. Ebben az

esetben is a CTAB oldatos sejtfeltarasi modszerrel feltart sejtek egy kivétellel minden

esetben antimikrobas hatast mutattak. Az egyetlen kivétel a 20 6ras fermentécios 1d6 utani

feltarast kovetden volt, az Enterococcus faecalis ellen, ebben az esetben nem jelent meg

feltisztulasi zona.

3. abra: Lactobacillus salivarius HA-118
kiilonbozo 16, 18, illetve 20 o6ra fermentacio
utan az Escherichia coli O157:H7 patogénnel

szemben.
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A legintenzivebb gatlas az Escherichia coli
O157:H7-es torzzsel szemben alakult Ki.
Ezen korokozon kiviil még jelentds gatld
hatast mutattak a  sejtlizitumok az
Escherichia coli 8739 szemben is, valamint a
Listeria monocytogenes esetében is. Az
Enterobacter cloacae-vel szemben egyenld,
kisebb mértékii zonak keletkeztek a vizsgalt
ordkban. A vizsgalat eredményeit a 12.
tablazat tartalmazza. A feltisztulasi zoéna

remekiil megfigyelhetd a 3. abran.



12. tablazat: MRS taplevesben felszaporitott és kiilonb6zé modszerekkel feltart
Lactobacillus salivarius HA-118 antimikrobas hatasa 1% trehaloz tartalmi MRS

taplevesben fermentalva

Torzsek Hoével elolt Kémiai modszer
16 6ra | 18 6ra | 206ra | 16 6ra | 18 6ra | 20 o6ra
Enterococcus faecalis - - -
Escherichia coli 8739 - - -
Escherichia coli O157:H7 - - -
Listeria monocytogenes - - -
Enterobacter cloacae - - -

.- mincs feltisztuldsi zona, ,,+” 0,5 cm feltisztuldsi zona, ,,++ "1 cm feltisztulasi zona, ,,+++" 1,5 cm feltisztulasi
zona

A Lactobacillus crispatus tejsavbaktériummal elvégzett vizsgalatok alapjan is a kémiai
sejtfeltarasi modszer a legalkalmasabb trehal6zt tartalmazo tapkozegben valo sejtszaporitast
kovetden az antimikrobas hatas detektalasara. Az eredmények alapjan ezen baktérium is az
Escherichia coli O157:H7 koérokozo torzzsel szemben mutatja a legnagyobb mértékben az
antimikrobas hatast, am ebben az esetben az Enterococcus faecalis korokozoé ellen is jelentds
gatlasi zona volt megfigyelhetd. Az Escherichia coli O157:H7, valamint az Escherichia coli
8739 baktériumokra gyakorolt antimikrobas hatas a 4. és 5. abrakon keriilt bemutatasra. Az

eredményeket a 13. tablazat tartalmazza.

4. abra: L. crispatus hdvel torténd feltarasa 5. abra: L. crispatus hovel torténé feltarasa
(bal), illetve CTAB oldatos kezelése (jobb), (bal), illetve CTAB oldatos kezelése (jobb),
16,18,20 6ra fermentacio utan, E. coli 16,18,20 6ra fermentacio utan, E. coli 8739-
0157:H7-es patogénnel szemben, 1%-0s es patogénnel szemben, 1%-os trehaloz
trehaldz tartalmu MRS levesben fermentalva tartalmi MRS levesben fermentalva
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13. tablazat: MRS taplevesben felszaporitott és kiilonb6zé modszerekkel feltart
Lactobacillus crispatus LCRO1 antimikrobas hatasa 1% trehal6z tartalmi MRS

taplevesben fermentdlva

Torzsek Hoével elolt Kémiai modszer
16 6ra | 18 6ra | 206ra | 16 6ra | 18 6ra | 20 o6ra
Enterococcus faecalis - - - ++ 4+ 4
Escherichia coli 8739 - - - + + +
Escherichia coli O157:H7 - - - ++ +++ T
Listeria monocytogenes - - - + i +
Enterobacter cloacae - - - + T +

=" nincs feltisztuldsi zéna, ,,+” 0,5 cm feltisztuldsi zéna, ,,++”1 cm feltisztuldsi zéna, ,,+++” 1,5 cm feltisztuldsi zéna

A harom tejsavbaktériummal elvégzett vizsgalat utan kijelenthetd, hogy az 1% trehaldzt
tartalmazd6 MRS tapkozegben felszaporitott tejsavbaktériumok esetében a legjobb
antimikrobas hatds elérése érdekében javasolt kémiai moddszert alkalmazni. Az altalam
hasznalt CTAB oldatos sejtfeltarast kovetden 1% trehalozt tartalmazo MRS tapkozegben a
mintdk kozel 98%-a mutatott antimikrobas hatést az altalam vizsgalt korokozo torzsekkel
szemben. Ezzel ellentétben a hdvel vald elolés egyetlen esetben sem eredményezett
detektalhato gatlo hatést.

A korokozo torzsek koziil a legtobb feltisztulasi zona az Escherichia coli O157:H7-es torzs
esetében alakult ki. A masodik legnagyobb mértékii gatlo hatast az Enterococcus faecalis,
illetve az Escherichia coli 8739 torzsek ellen fejtették ki a vizsgalt posztbiotikumok. A
Listeria monocytogenes, valamint az Enterobacter cloacae esetében is kialakult az
antimikrobas hatas, viszont csak kisebb mértékben.

A fermentacids 1d6 hatasanak értékeléseként megallapithatd, hogy a 18 és 20 orés

felszaporitas utan intenzivebb feltisztuldsi zondk jelentek meg.

5.3. a-Ciklodextrint tartalmaz6 tapkozegben felszaporitott tejsavbaktériumok
antimikrobds hatasa

Nagyfejéo (2018) szakdolgozata alapjdn az antimikrobas hatds fokozhato kiilonféle
szénforrasok alkalmazasaval, mint az a-ciklodextrin, ezen okbdl érdemes lehet ezt a teriiletet
is megvizsgalni a posztbiotikumok esetében. Ezért is véalasztottam kovetkezd kisérletnek az
1% a-ciklodextrines MRS tapkozeget fermentacios tadpkozegként a tejsavbaktériumok
felszaporitasahoz. Ezen kisérletsorozat alkalmaval mar csak kémiai kezelést alkalmaztam, a

16, 18, illetve 20 o6rés felszaporitds soran vett mintak esetén.
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A Lactobacillus fermentum sejtjeinek CTAB oldatos feltarasat kovetéen megallapithaté volt,
hogy az éltalam vizsgalt koérokozok koziil egy kivételével mindegyik ellen kialakult a gétlo
hatas. Leghatasosabbnak bizonyult a Listeria monocytogenes patogén ellen, amely esetén
mindharom vizsgalt 6raban megfigyelhetd a feltisztulasi zona, tovabba az is megéllapithatod
volt, hogy a fermentacids id6 ndvekedésével az antimikrobas hatas is né ezen korokozo
ellen. Az Enterococcus faecalis, valamint az Escherichia coli 8739 térzsek ellen hasonlo
reakcid jott 1étre, mindkét esetben a késobbi orakban kezdett kialakulni gétlo hatés, az id6
eldrehaladtaval novekvd mértékben. A fermentaciés id0 ¢€s az antimikrobas hatas
novekedése megfigyelhetd volt az Enterobacter cloacae esetében is, ennél csak 20 ora
ferment4cio utan alakult ki feltisztulasi zona. Az egyetlen korokozo, mely ellen nem volt
gatlo hatasa a sejtlizatumnak az az Escherichia coli O157:H7 torzs volt. Az eredményeket a

14. tablazat tartalmazza.

14. tablazat: MRS taplevesben felszaporitott €s kiilonb6z6 modszerekkel feltart
Lactobacillus fermentum HA-179 antimikrobas hatasa 1% a -ciklodextrin tartalmu

MRS téplevesben fermentalva

Torzsek Feltisztulasi zonak

16 6ra | 18 6ra | 20 6ra

Enterococcus faecalis - + ++

Escherichia coli 8739 - + ++

Escherichia coli O157:H7 | - - -

Listeria monocytogenes + ++ +++

Enterobacter cloacae - - +

=" nincs feltisztuldsi zona, ,,+” 0,5 cm feltisztuldsi zona, ,,++”1 cm feltisztuldsi zona, ,,+++” 1,5 cm feltisztuldsi zona

Az o-ciklodextrint tartalmazd tapkozegben felszaporitott Lactobacillus helveticus
tejsavbaktérium esetében elért eredményeket a 15. tdblazat tartalmazza. Megéallapithato,
hogy az Escherichia coli O157:H7, valamint az Enterobacter cloacae térzsekkel szemben
nem alakul ki a g4tl6 hatas a 16, 18, illetve 20 6rés fermentacios id6 egyikében sem. Tovabba
elmondhat6, hogy az Enterococcus faecalis és a Listeria monocytogenes esetében
megegyez6 mértékiiek a feltisztulasi zonak minden vizsgalt 6raban. Az Escherichia coli
8739-es torzse esetében a 16 oOras fermentdcios id6 utdn kisebb, még a 18 és 20 orés

fermentacid utdn megegyezden nagyobb mértékben volt antimikrobas hatas detektalhato.
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15. tablazat: MRS taplevesben felszaporitott és kiilonb6zé modszerekkel feltart
Lactobacillus helveticus R-52 antimikrobas hatasa 1% a -ciklodextrin tartalmu

MRS taplevesben fermentalva

Torzsek Feltisztulasi zonak

16 6ra | 18 6ra | 20 oOra

Enterococcus faecalis ++ ++ ++

Escherichia coli 8739 + ++ ++
Escherichia coli O157:H7 - - -

Listeria monocytogenes ++ ++ ++

Enterobacter cloacae - - .

=" nincs feltisztuldsi zona, ,,+” 0,5 cm feltisztuldsi zona, ,,++”1 cm feltisztuldsi zona, ,,+++” 1,5 cm feltisztuldsi zona

A Lactobacillus salivarius esetében a legintenzivebben az Enterococcus faecalis korokozo
ellen alakult ki gatlo hatés, tovabba megfigyelhetd volt a fermentacios id6 elérehaladtaval a
novekedo feltisztulasi zona mértéke is. Ezen tejsavbaktérium esetében az Escherichia coli
8739-es, valamint az Enterobacter cloacae korokozo ellen megegyezden, csak a 20 oras
fermentaciot kovetden alakult ki kisebb mértékti feltisztulasi zona. A Listeria
monocytogenes, valamint Escherichia coli O157:H7 korokozoé ellen nem lathatd semmilyen

mértékl gatlo hatas. Az eredményeket a 16. tdblazat tartalmazza.

16. tablazat: MRS taplevesben felszaporitott €s kiillonb6z6 modszerekkel feltart
Lactobacillus salivarius HA-118 antimikrobdas hatdsa 1% o -ciklodextrin tartalmu

MRS téplevesben fermentalva

Feltisztulasi zonak

16 6ra | 18 ora | 20 6ra

Enterococcus faecalis ++ +++ +++
Escherichia coli 8739 - - +
Escherichia coli O157:H7 - - -

Listeria monocytogenes - - -

Enterobacter cloacae - - +

=" nincs feltisztuldsi zona, ,,+” 0,5 cm feltisztuldsi zona, ,,++”1 cm feltisztuldsi zona, ,,+++” 1,5 cm feltisztuldsi zona
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A Lactobacillus crispatus sejtfeltarasat kovetden megallapithatdo volt, hogy ez az a
tejsavbaktérium, amely a-ciklodextrint tartalmazo tapkozegben a leghatasosabb a vizsgalt
korokozokkal szemben. A legjelentdsebb gatlo hatas a 20 6ras fermentaciot kovetden alakult
ki, ekkor mindegyik patogénnel szemben megfigyelhetdé az antimikrobds hatas. A
legintenzivebb feltisztulasi zoéna az Enterococcus faecalis ellen keletkezett, a 16 oras
fermentacioé utan csak kozepes mértékben, mig a 18, illetve 20 o6ra fermentacidt kovetden
1,5 cm-nél nagyobb feltisztulasi zona volt lathatd. A Listeria monocytogenes, illetve az
Enterobacter cloacae torzsek ellen hasonl6 hatas mutatkozott. Mindkét patogén esetében a
16 ora eltelte utan csak kisebb mértékii, mig a 18 €s 20 ora eltelte utan pedig kdzepes méretii
zonak keletkeztek. Az Escherichia coli 8739-es torzzsel szemben 16 6ranal még nem alakult
ki gatlo hatas, viszont a fermentacios 1d0 eldrehaladtaval megjelentek kdzepes nagysagu
feltisztulasi zonak. Az Escherichia coli O157:H7-es torzs ellen csak a 20 6ra fermentacios

1d6t kovetden lathatod gatld hatas. Ezen baktérium eredményeit a 17. tablazat tartalmazza.
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17. tablazat: MRS taplevesben felszaporitott ¢és kiilonb6zé modszerekkel feltart
Lactobacillus crispatus LCRO1 antimikrobas hatasa 1% o -ciklodextrin tartalmu

MRS taplevesben fermentalva

Feltisztulasi zonak

16 6ra | 18 6ra | 20 ora

Enterococcus faecalis
Escherichia coli 8739
Escherichia coli O157:H7

Listeria monocytogenes

Enterobacter cloacae

=" nincs feltisztuldsi zéna, ,,+” 0,5 cm feltisztuldsi zona, ,,++”1 cm feltisztuldsi zona, ,+++” 1,5 cm feltisztuldsi z6na

Osszegzésként elmondhat6d, hogy az 1% a-ciklodextrint tartalmazé MRS taplevesben
felszaporitott Lactobacillus torzsek esetében is megfigyelheté az antimikrobas hatas
kialakulasa. Az Enterococcus faecalis ellen kialakult gatld6 hatds minden vizsgalt
tejsavbaktériumnal, minden mintavételi idépontban megfigyelhetd volt, egy kivétellel, a
Lactobacillus fermentum 16 6ras fermentaciojat kovetéen. Tovabba elmondhatd, hogy az
Escherichia coli O157:H7 torzs kivételével mindegyik korokozo torzs esetében jelentOs
gatlast mutattam ki.. A fermentéciods id6 tekintetében megallapithatd, hogy a 18 és 20 o6ras

fermentaciot kovetoen alakultak ki a feltisztulasi zonak. Ez lathato az 6. abran.

6. abra: Lactobacillus salivarius (bal oldal), illetve Lactobacillus crispatus (jobb oldal) az
Enterococcus faecalis korokozoval szemben, 16 (166), 18 (180)., valamint 20 (200) 6ra
fermentacios i1do elteltével kialakult feltisztulasi zonak.

30



A vizsgalatok elvégzése utdn megallapithatd, hogy a kiilonb6zd szénforrasu tapkdzegek
alkalmazasa a torzsek felszaporitasa soran eltéré mértéki gatld hatast biztosit. A kisérleteim
utdn arra a megallapitasra jutottam, hogy az 1% trehaldzt tartalmazd6 MRS taplevesben
felszaporitott Lactobacillus torzsek képesek legjobban a vizsgalt korokozo torzsek elleni
antimikrobas hatds biztositdsdra. A fermentacios id0 optimalisan 18 vagy 20 o6ra. A

sejtfeltarasi modszerek koziil egyértelmiien a kémiai kezelés bizonyult a leghatasosabbnak.

Felvetodott a CTAB oldat hasznalhatosdga, illetve annak esetlegesen tévesen okozott
antimikrobas hatasa. Ezen gond kikiiszobolése céljabol kisérleteket végeztem, melyekben a
felhasznalast kovetd kimoshatosag hatasfokat vizsgaltam. A kisérlethez a MRS tapkozegben
felszaporitott Lactobacillus fermentum tejsavbaktériumot hasznaltam, s 18 éra fermentacios
1do6t kovetéen CTAB oldattal tartam fel a sejteket. A kontroll mintakat a sejtfeltaras
folyamatdnak gyakorlata szerint haromszor mostam at desztillalt vizzel, mig a vizsgalt
mintaknal csak kétszeres desztillalt vizes atmoséssal kezeltem, amik kozott 10 perces
centrifugalassal Ttlepitettem ki a sejtalkotokat. Agardiffuzios modszerrel kiilonbozé
korokozokra gyakorolt gatlo hatast vizsgaltam. Megallapitottam, hogy a kétszeres atmosast
kovetden sem figyelhetok meg nagyobb feltisztulasi zonak a vizsgalat soran, vagyis nem a

feltarashoz hasznalt CTAB oldat jelenléte gatolja a korokozok szaporodasat.

5.4. Kiindulasi pH hatasa az antimikrobas hatas mértékére

A tovabbiakban az antimikrobas hatas fokozasa érdekében, a kiindulasi pH valtoztatasanak
hatasat vizsgaltam a gétlo anyag termelddésének mértékére. A pH bedllitasa Megfelelé pH
értékll (pH 3, pH 4, pH 5, pH 6) citrat-fosztat pufferrel készitett MRS taplevesben tortént
meg a sejtek felszaporitasa, kontrollként a desztillalt vizzel készitett minta szolgalt. Az el6z6
kisérletek eredményeként megéllapitott paraméterekkel dolgoztam, ennek értelmében a
Lactobacillus helveticus és Lactobacillus salivarius torzseket 1% trehalozt tartalmazé MRS
taplevesben fermentéltam 18 oran keresztiil, majd CTAB oldattal tartam fel a sejteket. A
Lactobacillus helveticus és Lactobacillus salivarius tejsavbaktérium sejtlizatum altali

gatlasanak eredményeit a 18. tablazat tartalmazza.
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18. tablazat: Feltisztulasi zonak a kiindulési pH valtoztatasaval

Lactobacillus helveticus Lactobacillus salivarius
Sejtfeltarasi modszer CTAB CTAB
Tapkozeg 1% TREHALOZ 1% TREHALOZ
Inkubacids ido 18 ora 18 ora
pH 3 4 5) 6 K 3 4 5 6 K
Enterococcus faecalis + |+ |+ ++ | 4+ | |+ + + +
Escherichia coli 8739 ++ | - + |+ | | + ++ + T
Escherichia coli O157:H7 | ++ | + + ++ | |+ + ++ + ++
Listeria monocytogenes4ab | + | - | + | ++ | ++ + h + . +
Enterobacter cloacae + |+ - ++ |+ |+t + + + +

.- mincs feltisztulasi zona, ,,+" 0,5 cm feltisztulasi zona, ,, ++ "1 cm feltisztulasi zona, ,,+++" 1,5 cm feltisztuldasi
zona

A tabléazatbol kiolvashato, hogy a gatlo hatas fokozhato a tapkozeg kiindulasi pH értékének
szabalyozasaval. A kontroll mintakhoz viszonyitva a Lactobacillus salivarius esetében a 3-
as pH-n torténé fermentacid volt a leghatasosabb a gatlo anyag termelédésének
szempontjabol. Ezen a pH-n jelentés gatldo hatas alakult ki az Enterococcus faecalis,
Escherichia coli 8739, valamint az Escherichia coli O157:H7-es torzse ellen is. Tovabba
ezen tejsavbaktérium esetében 4-es pH mellett szintén az Enterococcus faecalis ellen

mutatkozott nagyobb feltisztulas.

A Lactobacillus helveticus esetében a pH 6-0s kémhatas mellett mutatkozott intenzivebb
feltisztulasi zona az Escherichia coli 8739-es torzzsel szemben. Ugyan ezen korokozoval
szemben pH 3 esetén hasonld eredmény sziiletett, mig a tobbi, pH 4 és pH 5 értékek esetében
csokkent a gatld anyag mennyisége a kontroll mintdhoz képest. Az eredményekbdl latszik,
hogy mindkét tejsavbaktérium esetében szinte minden korokozé ellen pH allitas esetén, a
Lactobacillus helveticus esetén pH 6, mig a Lactobacillus salivarius-nal pH 3 érték mellett
jelentdsebb gatld hatds alakult ki, mint a kontroll mintdknal. Ez aldl mindkét esetben a
kivétel a Listeria monocytogenes patogén, ugyanis ennél a pH allitott és a kontroll mintak
kozott nem volt jelentds kiilonbség. A feltisztulasi zondk detektalasa mellett vizsgaltam a
tenyészlevek pH értékét is. Az eredmények a 19. tablazatban lathatok. A 18 ora fermentacio
elteltével a pH értékek alakulasabol lathato, hogy az antimikrobas gatlas kialakulasaért nem

feltétlen a savas jelleg felel6s.
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19. tablazat: 18 6ra fermentacio6 utani pH értékek

Kiindulasi Lactobacillus Lactobacillus
pH érték helveticus salivarius
3,00 4,16 4,47
4,00 4,50 4,70
5,00 4,87 4,92
6,00 6,31 5,90
K 4,73 4,69

A Lactobacillus helveticus 6 -os kiindulasi pH-ja a fermentacios id6 végére nem csokkent,
mégis ebben az esetben alakult ki a legintenzivebb feltisztulasi zona az Escherichia coli
8739-es patogénnel szemben, ami még a kontroll mintanal is nagyobbnak bizonyult. Hasonlo6
hatas figyelhetd meg a tobbi esetben is, hiszen a kiindulasi pH a 18 6ras fermentaci6 utan
sehol nem csokkent olyan mértékben (pH 3-4 értékre), hogy 6nmagéban a korokozé gatlasat
okozta volna. Az antimikrobas hatast serkenthette a 3 koriili pH érték, azonban fermentacio
utan ebben az esetben is 4 koriili pH volt tapasztalhat6. Tovabba a Lactobacillus helveticus
6-o0s kiindulasi pH-ja fermentaciot kovetden kozel semleges lett, gatld hatast mégis kivaltott

a patogénekkel szemben. Ezaltal bizonyithato, hogy a gatlas kifejtéséért a posztbiotikumok

felelOsek.
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6. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalataim soran a probiotikus baktériumok (L. helveticus R-52, L. crispatus LCRO1,
L. salivarius HA-118, L. fermentum HA-179) posztbiotikumként vald alkalmazasat
vizsgaltam eltérd szénforrasi kozegben, kiilonbozo fermentacids ido és sejtfeltarasi
modszerek, illetve a tapkozeg kiilonbozd kiindulasi pH értékei mellett, korokozo torzsek
(Enterococcus faecalis NCAIM B01312, Escherichia coli 8739, Escherichia coli O157:H7,
Listeria monocytogenes 4ab, Enterobacter cloacae NCAIM B02073) ellen.

A vizsgélt sejtfeltarasi modszerek kozil (kémiai kezelés, hdsokk, French Press
nagynyomasu homogenizator hasznalata) egyértelmiien megallapithaté volt, hogy
mindegyik szénforrds (dextr6z, trehaloz, alfa-ciklodextrin) alkalmazasa mellett a
leghatasosabb a kémiai feltaras volt. Ezt CTAB oldattal valositottam meg, és mivel kérdéses
volt az anyag kimoshatdsaganak feltétele, kiilon vizsgalatot készitettem ebben a témdaban is.
Ebbdl megallapitottam, hogy az altalam is alkalmazott haromszoros atmosas megfeleléen
eltavolitja a szuszpenziobol a kémiai oldatot. A kémiai oldat alkalmazhatosaga
gazdasagosabb a French Press homogenizator hasznélatdnal, igy ebbdl a szempontbol is
megfelelonek bizonyult a modszer. A hével valo sejtfeltaras esetén nem tapasztaltam minden
tapkozeg esetében gatld hatast, ezért ez a modszer az altalam alkalmazott médon nem
alkalmas a posztbiotikumok kinyerésére.

A tapkozegben 1évO szénforrds esetében arra a megallapitasra jutottam, hogy legjobb hatas
1% trehal6z tartalmua gliikdz mentes MRS tépleves alkalmazasa mellett érhetd el. Ezen
tapkozeg esetében a L. fermentum HA-179 nem szaporodott, de a L. helveticus R-52,
L. salivarius HA-118, illetve a L. crispatus LCRO1 tejsavbaktériumok kiemelked6 gatlo
hatast mutattak. Ez az tapasztalat megegyezik a Chen és munkatarsai (2007) kutatasa soran
tapasztalt eredményekkel.

A fermentacios id6 optimalis hosszat 18 draban allapitottam meg. Ezen id6 leteltekor
alakultak ki a legnagyobb mértékii gatlasi zondk a legtobb esetben.

Az antimikrobas hatds fokozasa érdekében, a kiindulasi pH valtoztatasdnak hatasat is
vizsgaltam a gatlo anyag termel6désének mértékére L. helveticus R-52 és a L. salivarius HA-
118 esetében 1% trehaldzt tartalmazé tapkozegben. Ezen értékekbdl latszott, hogy a pH nem
csokkent le olyan szintre, hogy az Onmagaban gatld hatast valtson ki a patogén
mikroorganizmusokbdl, ezaltal elmondhatd, hogy nem ez felelds az altalam tapasztalt

feltisztulasi zonakért. A L. helveticus R-52 esetében az optimalis kiinduléasi pH érték a 6-0s
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volt, ebben az esetben volt, hogy a kontroll mintdhoz képest nagyobb kiterjedésii zonak
jottek létre.

Osszefoglalva a kisérletek elvégzése és az eredmények kiértékelése soran arra a
megallapitasra jutottam, hogy a valasztott Lactobacillus térzsek koziil harom - L. helveticus
R-52, L. salivarius HA-118, L. crispatus LCROL1 - esetében az altalam vizsgalt korokozokkal
szemben a mikroorganizmus sejtalkotoi is antimikrobds hatast gyakorolnak. A gatld hatas
fokozéasédhoz javasolt 1%-os trehal6zos tapkozeget alkalmazni, illetve a CTAB oldatos
kezelés a leghatékonyabb a sejtfeltaras soran. Kisérleteim aldtamasztjak, hogy a
posztbiotikum alkalmazasa igéretes korokoz6 mikroorganizmusok elleni gatldo hatas

biztositasara.
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